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Cuvinte cheie
purtdtori locali de medicamente; cinetica de eliberare; doxiciclind; hidroxiapatita; poli(acid
lactic); nanofibre; acoperiri; monitorizare in timp real

Introducere

In ultimele decenii, progresul enorm in domeniul sistemelor de eliberare a
medicamentelor (DDS) capabile de transportul agentiilor cu efect terapeutic in organism au
condus la realizari semnificative, cum ar fi administrarea de medicamente cu eliberare sustinuta
sau dispozitive implantabile incircate cu medicamente. In plus, aparitia explozivi a
nanotehnologiei a condus la rezultate uimitoare si in medicina, ficdnd posibila utilizarea noilor
DDS. Cu toate ca proiectarea acestor DDS necesitd o combinatie de tehnologii, datoritd
nanomedicinei, livrarea tintitd a substantei active este acum realizabila.

Revolutia in administrarea medicamentelor poate avea loc, datoritd DDS-lor bazate pe
purtdtori cu dimensiuni nanometrice. Aceste sisteme sunt capabile sd depdseasca atat barierele
fizice, cét si cele biologice, asa cd pot oferi o eliberare controlata si de lunga durata. Un grup
de DDS este reprezentat de sistemele locale de livrare a medicamentelor (LDDS). Eficacitatea
lor consta in imbunatatirea semnificativa a efectului terapeutic la locul tinta, minimizand astfel
posibilele reactii adverse.

Aplicatiile ortopedice si dentare ale LDDS s-au dovedit benefice la nivel global.
Utilizarea lor este justificatd si necesara, deoarece, desi implanturile sunt biocompatibile si n
mare parte bioactive, doar citeva dintre aceste materiale au proprietati antimicrobiene. LDDS
pot oferi solutii pentru tratamentul zonelor inflamatorii sau predispuse la infectii si chiar pentru
prevenirea dezvoltarii infectiilor. Aplicarea locald a terapiei cu antibiotice minimizeaza, de
asemenea, dezvoltarea altor boli. Imbunatatirea indicelui terapeutic si dezvoltarea in comun a
purtdtorilor de medicament-biomaterial reduc semnificativ riscul de respingere a implantului
si pot oferi o solutie pentru tratamentele pe termen lung.

Cu toate acestea, multe progrese si dezvoltari sunt inca rezultatele cercetarii de baza.
Implementarea efectiva a sistemelor potential aplicabile in diverse domenii ale medicinei poate
reprezenta o dezvoltare la scard uriasa. Cu toate acestea, existd incd numeroase deficiente care
trebuie abordate. In ciuda numeroaselor studii care raporteaza utilizarea benefica a terapiei
locale de antibiotice, standardizarea lor nu a fost Inca realizatd. Din cauza acestor dezavantaje
si neajunsuri, incd nu existd un DDS clar. Problema personalizirii complicd si mai mult

problema de proiectare si dezvoltare. In cazul majorititii LDDS, mecanismul terapeutic
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complet, necesar pentru aplicarea lor nu este Inca bine cunoscut, iar cercetarile reflectd opinii
si rezultate diferite chiar si pentru dispositive specifice. Acestea includ probleme legate de
biocompatibilitate, sigurantd, stabilitate si control. Dincolo de limitarile stiintifice, rezolvarea
scalei si gestionare barierelor tehnologice necesita, de asemenea, o dezvoltare ulterioara.

Scopul acestei teze de doctorat este de a creste eficacitatea tratamentului bolilor
tesuturilor dure prin cercetarea si dezvoltarea unor LDDS, care sa permitad o terapie tintita si
eficienta.

Principala componentd anorganica a oaselor si a dintilor este hidroxiapatita (HA), un
biomaterial care poate fi usor preparat sintetic. Utilizarea in medicind este posibild datorita
structurii chimice similare cu apatita biologica. Adesea numit ,standardul de aur” al
biomaterialelor, HA este cunoscuta de mult timp ca accelereazd procesele de vindecare dupa
intervetii chirurgicale legate de implant. Pe langd faptul cd este biocompatibila, este si
bioactiva. Cercetdrile de astdzi depasesc caracterizdrile fizice, mecanice si biologice a
materialului. Tendintele actuale de dezvoltare se concentreaza pe investigarea HA ca purtdtor
de substante active. Deci, conform directiilor de cercetare, rezultatele prezentate in teza sunt
concentrate in principal pe aplicarea HA ca LDDS, in trei sisteme diferite: pulbere, film
compozit polimeric si nanofibre polimerice.

Cu toate acestea, pe langa HA, si alti fosfati de calciu sunt adecvati pentru inlocuirea
osoasd. Un exemplu in acest sens este -fosfatul tricalcic (B-TCP) bioresorbabil, care, datorita
proprietatilor sale biologice excelente, poate fi utilizat in ingineria tesuturilor. Odata implantat,
eliberarea ionilor de calciu si fosfat duce la formarea apatitei asemanatoare oaselor, echilibrand
procesele de formare a osului si atasarea la tesutul dur existent.

Desi proprietdtile biologice ale acestor fosfati de calciu (CaP) sunt incontestabile,
aplicabilitatea lor este Tmpiedicatd de proprietatile fizice si mecanice slabe. Anumite procedee,
cum ar fi formarea compozitelor cu polimeri sau substitutia ionica, pot imbunatati semnificativ
aceste proprietati si pot deschide numeroase noi posibilitati de aplicatii. Substitutia ionica are
si alte avantaje. De exemplu incorporarea argintului sau zincului In structurd are ca rezultat
efecte antibacteriene ale biomaterialului. Atat HA, cat si B-TCP, substituite cu silice sau
magneziu, joacd un rol important in procesele fiziologice, facilitdnd in primul rand procesele

de regenerare.

Dupa cum se poate observa din acest rezumat, teza de doctorat a fost structurata pe doua
parti principale. Prezentarea bibliografica oferd o descriere cuprinzdtoare a sistemelor locale

de eliberare a medicamentelor si a biomaterialelor adecvate ca purtatori de substanta activa
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(bioceramice, biopolimeri, biomateriale metalice). In urma unei analize amanuntite a literaturii
de specialitate, sectiunea Contributia originala contureaza obiectivele si scopurile celor patru
capitole. Prezentarea partilor experimentale urmeaza o structurd similard, incluzand sectiunea

materiale si metode (etape experimentale), rezultate si discutii, si concluzii.

Urmand tendintele actuale de cercetare, primele doud capitole ale contributiei originale
a tezei se concentreazd pe studierea capacitdtilor de eliberare a medicamentelor din CaP
mentionati anterior. Ca medicament de testare a fost aleasd doxiciclina (Doxy), care, pe langa
faptul cd este un antibiotic cu spectru larg, prezinta o afinitate mare fatd de diversi compusi de
CaP. Astfel, in capitolul 4 intitulat ,,p-TCP, B-TCP dopat cu Si-, respectiv cu Mg sintetizat
prin metoda de co-precipitare pentru livrarea controlata a medicamentelor”, a fost
investigata eliberarea de Doxy din purtatorii mentionati in titlu.

In general, metoda de co-precipitare permite prepararea diverselor morfologii ale CaP,
inclusiv formarea de structuri de agregate poroase. Porii nu numai ca servesc ca locuri active
pentru procesele de formare osoasd, dar eliberare redusa a medicamentului poate fi usor
realizatd prin structuri poroase. Difuzia moleculelor de medicament prinse in pori este
impiedicata, facilitind eliberarea de lungd duratd. Prezenta ionilor strdini favorizeazad, de
asemenea, efectul retard, care are ca rezultat o difuzie mai lentd a substantei active. Mai mult,
cantitatea de medicament eliberata poate fi controlatd de continutul initial de medicament. Prin
cresterea continutului initial de substanta activa, se poate obtine o scadere semnificativa a
vitezei de dizolvare.

In capitolul cinci al tezei (,Efectul compozitiei chimice si morfologiei biomaterialelor
pe baza de hidroxiapatita asupra poprietatilor de eliberare a medicamentelor”), a fost
examinat mecanismul de eliberare a Doxy din HA si din HA dopata cu ioni, preparati prin
metoda co-precipitarii. In esenti, acesta este un studiu comparativ care discuta factorii care
influenteaza eliberarea medicamentului. in procesele in vitro a fost studiat impactul
compozitiei chimice si morfologiei pulberii de HA si importanta mediului de dizolvare.
Majoritatea probelor prezentau un comportament corespunzator sistemelor controlate prin
difuzie.

Obtinerea eliberarii controlate a medicamentului depinde de proiectarea atentd a sistemului,
dar si de parametrii procesului. Procesele de proiectare iau in considerare principalele
mecanisme de eliberare, astfel Incat sistemul care urmeaza sd fie dezvoltat sa poate fi pre-

reglat. Analiza profilurilor experimentale de eliberare, determinarea si caracterizarea



mecanismelor de eliberare a medicamentului ajutd la intelegerea si discutarea gradului in care
parametrii si modelarea sistemului vor influenta cerintele terapeutice.

Mediul complex al corpului uman si limitarile locale ale locului terapeutic necesita adesea
utilizarea unor LDDS mai complicate, care necesitd proiectarea si dezvoltarea diferitelor
morfologii. Astfel, mergand mai departe in cercetarea noastrd, a fost implementat HA (cu
morfologie regulatd de microsferd) cu continut de Doxy, pentru acoperirile de implant. Al
saselea capitol al sectiunii experimentale (Contributia originald) a tezei se bazeazd pe
combinatia de materiale metalice implantabile si LDDS. Functionalizarea suprafetei
implantului cu LDDS poate duce la o reducere drasticd a complicatiilor postoperatorii.
Obiectivul principal al acestor dispozitive este prevenirea infectiilor. Substanta activa poate fi
aplicatd corespunzator pe suprafata implantului folosind polimeri biocompatibili. Cel mai
important rol al HA in functionalizarea suprafetei implantului este de a imbunatati
biocompatibilitatea si de a promova procesele fiziologice.

In cercetarea prezentatd, acoperirile preparate prin metoda dip-coating sunt pe bazi de
poli(acid lactic) (PLA). PLA este un polimer biodegradabil si biocompatibil cu o importanta
medicala semnificativd. Este utilizat in diverse domenii medicale, inclusiv in ingineria
tesuturilor. Este potrivit pentru eliberarea diferitelor molecule active, iar proprietatile specifice
ale polimerului au un impact semnificativ asupra eliberarii.

In capitolul intitulat ,Investigarea acoperirilor optimizate de acid
polilactic/hidroxiapatita/doxiciclina pe suprafetele aliajelor de titan”, au fost studiati
factorii care influenteazd porozitatea acoperirilor polimerice. Porozitatea joacd un rol crucial
nu numai in bioactivitate, ci si In mecanismele de eliberare a medicamentelor si in rezistenta la
coroziune. Proiectarea experimentald, inclusiv metoda suprafetei de raspuns a planului Box-
Behnken, este potrivitd pentru optimizarea diametrului mediu al porilor si a grosimii
acoperirilor, examinarea efectului parametrilor experimentali si reducerea semnificativa a
numarului de experimente care trebuie efectuate. Succesul proiectarii constd in eficienta
acestuia in comparatie cu alte metode similare de suprafata de raspuns.

Parametrii de proces permit prepararea acoperirilor poroase de PLA si de PLA/HA
incdrcate cu Doxy. Aditivii aduc modificari in proprietatile acoperirii de PLA. De exemplu,
acestea au un efect semnificativ asupra umectabilitatii. Prin urmare se modifica si rezistenta la
coroziune. Livrarea medicamentelor poate fi controlatd de proprietatile chimice si fizice ale
acoperirii. Prin urmare, datoritd faptului, cd acoperirile sunt alcatuite din nanomateriale de
naturd diferita, eliberarea medicamentului, prin mai multe etape, poate firealizabila. Eliberarea

controlatd prin mai multe etape este recomandat de terapia antibiotica locala.
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Profitand de noile tendinte si oportunitdti in proiectarea si dezvoltarea LDDS,
proprietatile de purtator de medicamente ale HA au fost investigate Intr-o abordare morfologica
noud, si anume in nanofibre preparate prin electrofilare. Nanofibrele, datoritd texturii, nu sunt
potrivite pentru implanturi osoase, ci mai degraba pentru aplicatii in interventii stomatologice,
cum ar fi inserarea in buzunarul parodontal. Cu toate acestea, sunt cunoscute, de asemenea,
numeroase aplicatii medicale, de exemplu, livrarea tintita a substantelor terapeutice, ingineria
tesuturilor sau pansamentul ranilor.

Utilizarea nanofibrelor ca purtatori locali de medicamente aratd o importantd deosebitd
in cercetare. Procesul de legare a medicamentului este crucial pentru eliberarea acestuia. Exista
mai multe metode pentru prepararea nanofibrei incarcate cu medicament: medicamentul poate
fi incapsulat in fibre, in timpul procesului de electrofilare, sau poate fi legat pe suprafata
acestora prin metoda de post-electrofilare. In acest din urma caz, eliberarea secventiald este
usor de realizat, deoarece in prima etapa moleculele slab legat sunt eliberate relativ repede.
Proprietatile polimerului au control asupra urmatoarelor etape.

In capitolul ,Investigarea in timp real a eliberiirii doxiciclinei prin metoda
electrochimica”, scopul a fost examinarea eliberarii medicamentului din nanofibrele incarcate
cu Doxy, legate prin adsorbtie fizica. Aceastd parte de cercetare s-a concentrat pe inovarea
monitorizarii in vitro a eliberdrii medicamentelor.

Efectuarea si repetarea experimentelor in vitro sunt esentiale in proiectarea si dezvoltarea
LDDS. Cinetica de eliberare nu este insa influentatd doar de parametrii discutati pand acum in
tezd, ci si de metoda de masurare, de investigare. De exemplu, procesele de diluare asociate cu
esantionarea continud, in timp ce simuleazd fluxul de fluide in organism, pot influenta
mecanismul de eliberare. Spectrofotometria UV-VIS si HPLC sunt metode conventionale de
mdsurare intermitente, pentru care esantionarea este esentiald. Dintre metodele electrochimice,
tehnicile voltametrice pot fi utilizate cu suficientd precizie si sensibilitate corespunzatoare
pentru masurarea in situ a eliberarii medicamentului. O astfel de metoda este voltametria puls-
diferentiala (DPV). In comparatie cu metodele traditionale, DPV este o procedurd mai ieftina

si mai simpla, permitdnd masurdtori mai rapide fard interventia oricaror factorilor externi.
Partea finala a tezei contine concluziile generale ale cercetarii, valorificarea rezultatelor

obtinute in timpul stagiului de doctorat si referintele bibliografice utilizate pentru sustinerea si

explicarea rezultatelor obtinute.
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I. Prezentare bibliografica
1. Sisteme locale de livrare a medicamentelor

Sistemele de livrare a medicamentelor (DDS) pot fi definite cel mai simplu ca fiind
dispozitive care sunt adecvate pentru introducerea tintitd a unuia sau a mai multor agenti
terapeutici in organism [1-2]. Posibilitatile oferite de nanotehnologie s-au dovedit a fi
promitatoare, in special sistemele biomaterial-medicament, care sunt de o importanta
deosebita. Datoritd proprietdtilor lor unice, acestea oferd o oportunitate noud si beneficd in
practica clinica [3].

Utilizarea biomaterialelor ca purtatori locali de medicamente devine din ce in ce mai
frecventd in diferite domenii ale medicinel, inclusive in stomatologie si in ortopedie. Desi
existd multe deficiente in acest domeniu [4], LDDS permite eliberarea medicamentului direct
la locul terapeutic [5]. Utilizarea LDDS este posibila in mai multe domenii dentare, cum ar fi
bolile bucale [6-7], anestezie [§], stomatologia restaurativa [9], parodontologie si endodontie
[10], prostodontie [11] si implantologie [12]. Utilizarea LDDS la locul tinta creste semnificativ
eficacitatea medicamentului [13]. Eliberarea controlata este importantd si realizabila, deoarece
proiectarea permite controlul in locului tinta. Un alt avantaj este ca se poate influenta perioada
de eliberare, respectiv viteza de eliberare [14]. Studiile au aratat ca utilizarea acestui tip de

sistem reduce timpul de vindecare [15] si imbunatateste osteointegrarea [16].

1.1.Studiul mecanismului de eliberare

In timpul proiectarii si dezvoltarii LDDS, o atentie deosebiti a fost acordata sistemelor
care asigura eliberarea controlatd a medicamentelor. Difuzia joaca un rol crucial in majoritatea
acestor sisteme reglementate [17-19]. Fenomenul difuziei este de obicei definit ca un proces
de transfer de masa in care forta motrice este gradientul de concentratie. Difuzia este de o
importanta cruciald in domeniul farmaceutic si medical, deoarece, pe langa controlul eliberarii
medicamentului, este responsabild si de absorbtia substantei active in tesutul sau celula tinta.
[20].

Dezvoltarea continud a stiintei si a interdisciplinaritdtii a facut posibila pre-specificarea
profilului de eliberare al unui DDS dat prin efectuarea diferitilor algoritmi de calcul. Modelele
matematice si observatiile experimentale permit analiza eliberarii medicamentului in vitro siin
vivo. Combinarea corectd a metodelor de analiza ajuta la intelegerea mecanismului, oferind

astfel raspunsuri la intrebarile conexe.

12



Tabel 2: Cele mai utilizate modele matematice care descriu cinetica eliberarii medicamentului.

Model cinetic Ecuatie matematica S.N. Principalele caracteristici ale modelului

o Eliberarea este independenta de
Ordinul zero Qe =Q¢ — ko *t (3) concentratia initiald a medicamentului;
o Eliberare constanta

o  Eliberarea este dependenta de
4) concentratia initiald a medicamentului;
o Eliberare sustinuta

Ordinul intai | = + ky €
09 Qe =1log Qo+ 5752

o Eliberare conform difuziei descrise
de legea lui Fick;

o Direct proportional cu raddcina
patrata a timpului

Higuchi Qi =ky=*t (5)

Hixson- 1/3 13 _ g () o Eliberare controlata de dizolvare;
Crowell o Q¢ =Kucrt o Schimbari de suprafata a sistemului

o Valoarea coeficientului de difuzie n

determind mecanismul de eliberare a

substantei active
e n <0.5: difuzie care respecta
Korsmeyer- &  kooxth ) partial legea lui Fick
Peppas Q,, P e n=0.5: difuzie care respectd
legea lui Fick
e (.5 <n<1: difuzie anormala
e n= 1: transport de cazul 11

e n> 1: transport de super cazul II

unde: Q; cantitatea de medicament eliberat in momentul t; Qo este cantitatea initiala de
medicament; Q este cantitatea de medicament eliberata in momentul oo; ko, ki, ku, kuc, s1 kkp
sunt constantele de viteza de eliberare de ordinul zero, de ordinul intai, conform modelului
Higuchi, conform modelului Hixson si conform modelului Korsmeyer-Peppas; n este exponenul
de difuzie

In cazul modelului Korsmeyer-Peppas, limita exponentului de difuzie (n) poate varia in functie
de geometria probei. Astfel, pentru un film subtire, n = 0,5, pentru o particula sferica, n = 0,45,
iar pentru o particula cilindrica, n = 0,43 [22].

Pentru a studia cinetica eliberdrii medicamentului pot fi utilizate mai multe metode, care
pot fi grupate dupa cum urmeaza: metode statistice, metode dependente de model si metode
independente de model. Pentru a Intelege cinetica eliberdrii medicamentului si pentru a prezice

comportamentul sistemului, este necesar sa se utilizeze abordari dependente de model. Acestea
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sunt functii matematice care descriu procesul de eliberare. Tabelul 2 prezintd principalele

modele cinetice, ecuatiile asociate si caracteristicile cheie [21].

2. Biomateriale pentru sistemele locale de livrare a medicamentelor

Biomaterialele includ toate substantele sau combinatiile de materiale care pot fi
incorporate in corpul uman si al caror efect imbunatateste sau mentine calitatea vietii. Prin
urmare, aplicarea lor poate avea doud scopuri principale: diagnostic si/sau terapeutic [23].
Acestea sunt, in general, dispozitive care completeaza sau inlocuiesc anumite tipuri de tesut
natural sau sintetic. Atunci cand biomaterialele sunt implantate in organism, ele interactioneaza

cu acesta, iar biocompatibilitatea lor determina raspunsul organismului [24].

2.1. Bioceramici

Bioceramica, sau biomaterialele pe bazd de ceramica constau din molecule in care
elementele metalice sau nemetalice sunt legate prin legaturi covalente sau ionice. Desigur, este
posibil ca ambele tipuri de legaturi sd fie prezente in aceeasi moleculd [25]. Cel mai mare si
cel mai semnificativ grup de materiale care apartin bioceramicelor sunt fosfatii de calciu (CaP).
CaP sunt capabile sa se integreze in mediul fiziologic Intr-un timp scurt si cu risc minim [26].

Fosfatul tricalcic (TCP) este unul dintre cei mai importanti compusi din grupa CaP
bioresorbabili. Formula generald este Ca3(POs)2, raportul Ca/P este de 1,5 si greutatea
moleculara este de 310,17 g/mol. Din punct de vedere cristalografic, B-TCP apartine cristalelor
romboedrice cu grupa spatiald R3c. Datorita proprietatile biologice specific, este potrivit pentru
aplicarea 1n ingineria tesuturilor, atat in tratamentul oaselor, cat si al dintilor [27].

Hidroxiapatita este adevaratul ,,standard de aur” al biomaterialelor, este folosita atat in
ortopedie, cat si in stomatologie. Formula generala este Cas(PO4)3(OH), unde raportul Ca/P al
HA stoichiometrice este 1,67, In timp ce pentru HA nestoichiometric este intre 1,5 si 1,67 [28],
iar greutate moleculara este de 502,31 g/mol. HA este principala componenta anorganicd a
oaselor, dintilor si smaltului dentar. In acest fel, HA sintetici este usor recunoscuta si acceptati
de organism. Are proprietdti biologice excelente, este bioactivd, biocompatibila,
osteoinductivd, osteoconductiva si osteointegrativa [29]. HA poate avea rolul de schelet osos,
acoperire de implant si de purtator de molecule active [29-31]. Suprafata HA promoveaza

interactiunea dintre purtdtor si substantd activa [32], si intre purtdtor si celule [33].

2.2. Biomateriale polimerice

Un alt grup important de biomateriale adecvate pentru livrarea medicamentelor sunt

polimerii. Polimerii sunt macromolecule construite din monomeri legati covalent [34]. Sunt
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materiale frecvent folosite atat in stiinta, cat si in viata de zi cu zi [35]. De asemenea, au un rol
remarcabil ca purtatori de substante active [36], de exemplu sub forma de filme si acoperiri
[37-38], microfibre si nanofibre [39-40].

Conform definitiei generale, nanofibrele polimerice sunt structuri cilindrice cu un
diametru de pana la cativa 100 nm si un raport de aspect mai mare de 50 [41]. Procesul de
electrofilare s-a dovedit a fi cel mai potrivit pentru prepararea nanofibrelor continue,
majoritatea metodelor fiind potrivite doar pentru obtinerea fibrelor discontinuu.

Poli(acidul lactic) (PLA) este un compus biocompatibil, netoxic, necancerigen, iar
produsii de degradare sunt, de asemenea, netoxici [42-43]. Utilizarea PLA in tratamente
terapeutice a fost deja aprobatd de FDA in 1970 [44]. In prezent, este folosit in tratamentul
cancerului, medicina regenerativa, ingrijirea ranilor, ingineria tesuturilor, stenturi, domeniile
dentare si ortopedice, precum si ca purtator de medicamente. [43-45]. PLA s-a dovedit a fi
potrivit atat pentru livrarea moleculelor mici de medicamente [46], cat si pentru proteine mari
st acizilor nucleici [47].

2.3. Biomateriale metalice (implanturi)

In implantologia tesuturilor dure, Ti si aliajele de Ti sunt cele mai frecvent utilizate [48-
49], urmate de otelul inoxidabil 316L [50] si aliajul pe baza de cobalt [51-52]. Ti pur si aliajele
pe baza de Ti atrag o atentie semnificativa atat in domeniul medical, cét si in stiinta materialelor.
Principala sa aplicatie este inlocuirea completa a osului si/sau a dintilor. Printre aliajele de Ti,
implanturile realizate din aliajul Ti-6Al-4V (Ti64) satisfac mai mult de 50% din nevoi. [53].
Acest aliaj bioinert are o rigiditate semnificativ mai mare decét osul uman [54]. Proprietatile
sale avantajoase in comparatie cu alte aliaje metalice, de asemenea frecvent utilizate, sunt
densitatea relativ scizuti (4,5 g/cm®) si modulul de elasticitate scizut (110 GPa) [55].

Modificarea sau chiar functionalizarea suprafetei duce la implanturi cu proprietati
biologice si mecanice imbunatatite [56-57]. Eficienta terapeuticd poate fi obtinutd prin
inbundtitesc dezvoltarea interactiunilor dintre implant si tesuturile Inconjurdtoare.
Omogenitatea, grosimea uniformd si porozitatea sunt criterii cruciale pentru adecvarea
acoperirilor. Procesul de imersie in trei etape este potrivit pentru prepararea unor acoperiri
poroase cu grosime adecvata si proprietati controlate.

Datorita dezvoltarilor stiintifice, este posibild combinarea implanturilor metalice cu
DDS, astfel incat acestea au un rol de eliberare locala a medicamentelor. Terapia combinata s-

a dovedit a fi o metoda de tratament mai benefica. Substanta activd nu este aplicata direct pe
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suprafata implantului. De obicei este necesard o matrice purtdtoare pentru a obtine un sistemul
adecvat [9]. Pe de o parte, matricea purtdtoare are un rol protector si de control asupra eliberarii

cu succes a moleculelor active la locul tintd si, pe de altd parte, trebuie sd indeplineasca

proprietatile asteptate, tipice acoperirilor [58].
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I1. Contributii originale

Obiectivele tezei

Cercetarea acestei teze de doctorat 1si propune sa contribuie la studiul, dezvoltarea si
optimizarea sistemelor locale de livrare a medicamentelor care contribuie la cresterea
eficacitatii tratamentului bolilor tesuturilor dure. In cadrul LDDS, accentul tezei este pus pe
terapia locald cu antibiotice, investigarea sistemelor a fost studiata cu doxiciclind (un antibiotic
cu spectru larg). Scopul central este de a dezvolta si prepara sisteme care asigura eliberarea
sustinutd a medicamentului. Un alt obiectiv cheie este realizarea mecanismului de eliberare
adecvat printr-un studiu amanuntita al factorilor care influenteaza procesul de eliberarea.

Scopul a fost de a investiga CaP, in primul rand ca sistem purtitor de medicamente.
Justificarea subiectului a fost sustinuta printr-o analizd detaliatd a literaturii de specialitate,
intrucat, desi numeroase studii discuta aceastd tema, posibilitatea utilizarii acestor pulberi ca
purtdtori locali de medicament incd necesitd investigatii si dezvoltari. Mai precis, scopul
principal al tezei a fost de a investiga si intelege mecanismul de eliberare a Doxy, luand in
considerare aspecte precum structura chimica si morfologia purtatorului sau efectul
continutului initial de medicament al sistemului. Mai mult, a fost de a studiata eliberarea in
vitro nu numai din pulberile de inlocuitori de os, ci si din nanofibrele polimerice si filmele
compozite polimerice. O atentie deosebitd a fost acordata efectului HA asupra proprietatilor
acestor sisteme.

Pe baza acestor obiective prezentate, teza de doctorat a fost structurata pe patru capitole,

ale caror obiective individuale sunt enumerate mai jos.

1. B-TCP, B-TCP dopat cu Si-, respectiv cu Mg sintetizat prin metoda de co-
precipitare pentru livrarea controlati a medicamentelor
» Optimizarea reactiei de co-precipitare pentru sinteza de B-TCP pur si B-TCP dopat
cu ioni biologic activi (Mg** sau SiOs*)
 Caracterizarea purtatorilor folosind metode conventionale de caracterizare a
materialelor

* Examinarea pulberilor de B-TCP ca LDDS in conditii in vitro

2. Efectul compozitiei chimice si morfologiei biomaterialelor pe baza de
hidroxiapatita asupra poprietatilor de eliberare a medicamentelor
. Prepararea pulberilor de HA, HA dopata cu silice si HA dopata cu Mg, cu

eliberare sustinutd de Doxy, prin metoda co-precipitarii. Caracterizarea purtatorilor,
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precum si investigarea efectului sursei de silice (utilizatd in reactie) asupra
proprietatilor pulberilor.

. Prepararea pulberilor pe baza de HA, cu morfologii deosebite, prin diferite
tehnici de uscare (metoda conventionald prin etuva si uscare prin pulverizare) si
compararea acestor pulberi din punct de vedere al purtatorilor locali de medicamente
. Investigarea detaliata a factorilor care influenteaza eliberarea Doxy (compozitie
chimica, morfologie, mediul de eliberare), precum si demonstrarea efectului cantitatii

initiale de substantd activa, inclusiv in cazul pulberilor pe baza de HA.

3. Investigarea acoperirilor optimizate de acid polilactic/hidroxiapatita/doxiciclina
pe suprafetele aliajelor de titan
. Prepararea de acoperiri de PLA si de PLA-HA poroase cu continut Doxy
folosind o metoda simpla de acoperire prin imersie
. Optimizarea porozitatii si grosimii acoperirilor pentru a obtine o eliberare
controlatd si de lunga durata a Doxy
. Caracterizarea acoperirilor si investigarea proprietdtilor anticorozive, prin

metoda electrochimica

4. Investigarea in timp real a eliberarii doxiciclinei prin metoda electrochimica

. Prepararea nanofibrelor de PLA si PLA cu continut de HA, prin metoda de
electrofilare si legarea substantei active (Doxy) pe nanofibre prin metoda de post-
electrospinare

. Inovarea masurarii in vitro a eliberarii Doxy, monitorizarea in situ, in timp real
a eliberarii medicamentului, fard esantionare, folosind metoda voltametriei puls
diferentiala

. Verificarea metodei electrochimice folosind masuratori spectrofotometrice UV-
VIS si validarea rezultatelor prin abordari dependente de model si prin abordari

independente de model
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3. B-TCP, B-TCP dopat cu Si-, respectiv cu Mg sintetizat prin metoda de co-
precipitare pentru livrarea controlata a medicamentelor

3.1. Etape experimentale

Pe baza literaturii actuale, proprietatile de livrare a medicamentului ale fosfatilor tricalcic
sunt mai putin investigate. Prin urmare, s-a propus ca prima parte a tezei de doctorat sa se ocupe
cu investigarea P-TCP pur, B-TCP substituit cu SiOs* sau Mg?" ca purtitori locali de
medicament. Ionii de silice, respective de magneziu, care sunt in prezent in centrul cercetarii
privind regenerarea osoasd, au fost utilizati pentru dopajul ionic. Experimentele au fost
efectuate cu un antibiotic cu spectru larg, doxiciclina.

Pulbere pura de B-TCP si diferitele B-TCP dopate cu ioni au fost sintetizate prin metoda
simpla si controlabila de co-precipitare, urmata de tratament termic. Caracterizarea probelor
preparate au fost investigate folosind difractia cu raze X (XRD), analizd termica (TG),
microscopia electronica de baleiaj (SEM), spectroscopia de raze X cu dispersie de energie
(EDX) si analizor de dimensiunea particulelor (PSA). Studiul de adsorbtie si eliberare a Doxy

a fost realizat prin metoda spectrofotometrica.

3.2. Rezultate si discutii
3.2.1. Studiu de optimizare

Metoda de co-precipitare a fost optimizata empiric pentru a prepara B-TCP de inalta
puritate. Analiza termica si masuratorile de XRD au fost utilizate pentru a studia reactia si
pentru a analiza puritatea fazelor si cristalinitatea probelor. Reactia condusa timp de 2 ore (la
pH=8), urmata de tratarea termica a precipitatului la 900 °C au dus la formarea de B-TCP in

faza pura. B-TCP dopate cu ioni au fost sintetizate n aceste conditii corespunzatoare.

3.2.2. X-ray diffraction analysis

Rezultatele analizelor de XRD ale probelor substituite cu ioni sunt prezentate in Figura
10. Din grafic reiese ca atat probele dopate cu silice, cat si cele dopate cu magneziu prezinta
varfuri de difractie care se potrivesc indeaproape cu datele pentru varfurile standard ale B-TCP.

Substitutia ionica a dus la deplasarea varfurilor caracteristice [59]. Modificarile
cristalografice induse de substitutia ionilor cationici au fost mult mai semnificative decat in
cazul dopajului cu silice, unde s-au observat doar unele mici diferente in intensitatea varfurilor.
Comparand difractogramele B-TCP pur si B-TCPMg, s-a observat o deplasare semnificativa
catre valori mai mari ale varfurilor de difractie. De exemplu, varfurile caracteristice identificate

1a46,91° 51 52,95° s-au deplasat la valori de 47,42°, respectiv, 53,4° [60]. fncorporarea cu succes
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a Mg in structurd a fost indicatd si de scaderea gradului de cristalinitate in comparatie cu f3-
TCP pur. Prezenta ionilor de Mg a impiedicat cristalizarea, conform celor vazute anterior [61],

in timp ce silicea a promovat procesul de cristalizare.
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Figura 10: Difractogramele XRD ale (a) B-TCP, (b) B-TCPSi(1), (c) B-TCPSi(2), si (d) p-TCPMg

3.2.3. Morfologia particulelor
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Figura 12: Morfologia probelor (a) pure B-TCP, (b) B-TCPMg, (c) B-TCPSi(1), (d) B-TCPSi(2) si
histogramele corespunzatoare care prezinta distributia diametrelor particulelor (inserat)
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Morfologia particulelor de B-TCP, B-TCPMg, B-TCPSi(1), si B-TCPSi(2), preparate la
900 °C au fost prezentate in Figura 12. Particulele de B-TCP au fost predominant uniforme, si
de formd sferica. Distributia marimii particulelor a scdzut intr-un interval Ingust, cu un
diametru mediu al particulelor de 480 nm. Nu au fost observate modificari semnificative
cauzate de substitutia cu silice, morfologia particulelor a fost destul de similara, indiferent de
sursa de silice utilizata in timpul sintezei. Prezenta silicei, a condus la o usoara scadere a
dimensiunii particulelor (450 si 460 nm pentru B-TCPSi(1) respectiv B-TCPSi(2) [62].
Particulele au tendinta de agregare. Formarea agregatelor poroase a fost cel mai evident in
cazul B-TCPMg, unde diametrul mediu al particulelor a fost mai mare, 630 nm.

Dimensiunea nano a pulberilor a fost verificatd folosind un PSA. Particulele individuale
au format agregate mai mari si nu au fost prezente ca particule individuale in materialul in vrac.
Dimensiunea medie a particulelor a fost intre 0,635 si 0,887 um. Aceasta dimensiune reald a
particulelor este mai decisiva din punct de vedere a capacitatii de adsorbtie decat dimensiunea

particulelor individuale [63].

3.2.4. Studiul de adsorbtie a Doxy
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Figura 15: Capacitatea de adsorbtie (mg/g) a probelor de (a) B-TCP pur, (b) B-TCPMg, (c) B-
TCPSi(1), (d) B-TCPSi(2) la diferite concentratii initiale de Doxy

Pentru fiecare proba s-au obtinut valori ridicate ale capacitatii de adsorbtie, variind intre
419 mg/g (B-TCPSi(2) Doxy 10) si 1237 mg/g (B-TCPSi(1) Doxy 25). Aceastd afinitate
ridicata Intre moleculele de Doxy si purtatorii de B-TCP, este o caracteristica promitatoare din
punct de vedere al eliberarii medicamentului. Indiferent de prezenta sau absenta ionului straini,
s-a observat o tendinta clard de crestere a cantitatii de substanta activa legata pe purtator cu

cresterea concentratiei initiala a solutiei de medicament. Dupa cum se poate vedea in Figura
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15, efectul concentratiei solutiei de Doxy utilizatd pentru adsorbtie a fost cruciald. Prin
cresterea concentratiei de la 10 g/L la 25 g/L, probele au ardtat o crestere de aproape trei ori a
capacitatii de adsorbtie. Rolul cheie al concentratiei medicamentului in procesul de incarcare

prin adsorbtie fizicd a fost, de asemenea, raportat in studii similare [64-65].

3.2.5. Studiul de eliberare a medicamentului

Profilurile de eliberare ale sistemelor au fost comparate in functie de doud aspecte. In
primul rand, a fost investigat efectul continutului initial de medicament pentru acelasi purtator
iar, in al doilea rand, au fost discutate diferentele in profilurile de eliberare pe baza compozitiei
chimice a purtatorilor. Profilurile de eliberare a Doxy (Figura 16) au prezentat o tendinta
similara de crestere, indiferent de compozitia chimica a sistemelor investigate. In majoritatea
probelor cu continut scazut de Doxy initiala, s-a observat o eliberare in doua etape: o eliberare
initiald bruscd, urmatd de o eliberare mai lenta, sustinutd. Aceastd eliberare bruscd a fost

cauzata de difuzia rapida si intensa a moleculelor slab legate pe suprafata purtatorului [66].
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Figura 16: Profilurile de eliberare cumulativd a Doxy din sistemele pe baza de (a) B-TCP pur,

(b) B-TCPMg, (c) B-TCPSi(1), and (d) B-TCPSi(2)

Cresterea continutului de Doxy absorbit in diferite probe a condus la o scadere a cantitatii

de medicament eliberat, de exemplu, 7,5 % s-a eliberat din proba B-TCP_Doxy 10 si 1,25%
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din sistemul B-TCP_Doxy 25. Aceasta tendinta a fost observata si in cazul utilizarii pulberilor

dopate. Moleculele de medicamente pot fi cauza acestui fenomen, interactiunile Doxy-Doxy

sunt probabil mai puternice. In acest fel, eliberarea rapida de pe stratul de suprafati a fost

impiedicata.

In cazul probelor cu un continut initial mic de Doxy s-a remarcat un efect retard.

Comparand probele B-TCP_Doxy 10, B-TCPSi(1) Doxy 10, B-TCPSi(2) Doxy 10 si B-

TCPMg Doxy 10, cea mai mare cantitate de substanta activa eliberata a fost masuratd pentru

purtitorul de B-TCP pur. In comparatie cu CaP pur, CaP care contin silice sunt capabile si

formeze interactiuni secundare mai puternice cu substanta activa. [67-68]. Mai precis, se

creeaza interactiuni mai puternice cu gruparile de Si-OH, astfel incat apare efectul retard. Asta

inseamna ca o cantitate mai mica de medicament este eliberata in timp [69].

3.2.6. Mecanismul de eliberare a medicamentelor

Tabel 5: Studiul cinetic a eliberarii in vitro a medicamentului

Zero-

First-

Hixson-

Samples order | order | Crowell Higuchi Korsmeyer-Peppas
R? R? R? R? Kn R? Kkp n
B-TCP _Doxy 10 0.554 0.564 0561 0.651 0.284 0.620 4.769 0.094
B-TCP _Doxy_15 0.841 0.843 0.842 0945 0.211 0976 2.09 0.357
B-TCP _Doxy 20 0.855 0.856 0.856 0.959 0.116 0.957 1.005 0.139
B-TCP _Doxy_25 0910 0.867 0911 0911 0.054 0.707 1.729 0.098
B-TCPMg Doxy_10 0.594 0.600 0.598 0.793 0.402 0.941 3.263 0.171
p-TCPMg Doxy_15 0.767 0.771 0.770 0905 0.230 0.933 1.812 0.154
B-TCPMg Doxy_20 0.743 0.746 0.745 0.876 0.138 0.886 1.255 0.138
B-TCPMg Doxy_25 0.436 0.437 0435 0599 0.054 0.806 1.029 0.080
B-TCPSi(1) Doxy 10 0.846 0.851 0.849 0961 0.410 0.983 2.314  0.192
B-TCPSi(1) Doxy 15 0.583 0587 0586 0785 0.370 0.860 1.532  0.274
B-TCPSi(1) Doxy 20 0.884 0.885 0.885 0974 0.094 0953 1.812  0.179
B-TCPSi(1) Doxy 25 0.609 0611 0611 0761 0.102 0.673 1.168  0.148
B-TCPSi(2) _Doxy_10 0.756 0.762 0.760 0.919 0.609 0.958 1.028 0.422
B-TCPSi(2) _Doxy 15 0.731 0.735 0.734 0.895 0.336 0.899 1.099 0.331
B-TCPSi(2) _Doxy 20 0.862 0.864 0.864 0.952 0.208 0.958 1.888 0.324
B-TCPSi(2) _Doxy 25 0.433 0435 0.434. 0.639 0.130 0.792 1.600 0.281

Intelegerea precisa a cineticii, a mecanismului de eliberare si,

prin urmare,

controlabilitatea vitezei de eliberare este cruciald in dezvoltarea LDDS. Pe parcursul studiului

23



diferite modele au fost aplicate datelor de eliberare obtinute, iar cele mai potrivite modele au
fost alese si discutate. Tabelul 5 prezinta coeficientii de determinare ai modelelor examinate si
constantele de eliberare pentru modelele Higuchi si Korsmeyer-Peppas.

Reprezentarea grafica a cantitatii de Doxy eliberata din sistemele B-TCP_Doxy 20, B-
TCP_Doxy 25, B-TCPSi(1) Doxy 20 si B-TCPSi(1) Doxy 25 in functie de radacina patrata
a timpului a aratat o relatie liniara stransa, sugerdnd ca eliberarea din aceste sisteme se
potriveste modelului Higuchi. In consecintd, eliberarea din aceste sisteme a avut loc prin
difuzie conform legii lui Fick.

Cu exceptia celor patru sisteme mentionate, profilurile de eliberare au fost ajustate cu
modelul Korsmeyer-Peppas. Valorile lui n (exponent de difuzie) au avut valori cuprinse intre
0,08 si 0,422 (pentru toate probele), inferioare valoarei critice de 0,45. Astfel, eliberarea din
aceste sisteme s-a realizat prin difuzie care respecta partial legea lui Fick [70] [71]. Sistemele,
desi au avut un comportament foarte similar cu comportamentul descris de prima lege de
difuzie a lui Fick, au prezentat o deviatie de acesta. Complexitatea eliberarii s-a datorat probabil

interactiunilor moleculare si a eterogenitatilor microstructurale. [72] [73].

3.3. Concluzii partiale

Structurile agregate poroase s-au dovedit a fi avantajoase in ceea ce priveste legarea si
incarcarea medicamentului (eficienta de adsorbtie de 95-99%). Eliberarea de medicament a
aratat un comportament regulat in majoritatea cazurilor. Datele experimentale in vitro s-au
potrivit cel mai bine cu modele Higuchi si Korsmeyer-Peppas. Difuzia conform celei descrise
de legea lui Fick, respectiv cea care respecta partial legea lui Fick indiferent de compozitia
chimica a purtdtorului pe baza de B-TCP, poate fi controlatd de continutul initial de medicament
al sistemului. Valorile constantelor Higuchi (kH) si Korsmeyer-Peppas (kKP) au confirmat o
scadere semnificativd a vitezei de eliberare odatd cu cresterea continutului initial de
medicament in proba.

Pe de alta parte, o ratd de eliberare mai mare se poate atinge cu o incarcare scazuta de
medicament. In acest caz, a fost demonstrat si efectul retard datoritd dopajului ionic. Atat
prezenta Mg, cat si a silicei a imbunatatit eliberarea sustinutd si de lunga duratd a
medicamentului.

In general, partea asta de cercetare a evidentiat faptul ca, prin metode simple, cum ar fi
substitutia ionicd sau modificarea continutului initial de medicament al sistemului, sistemele
de livrare a medicamentelor bazate pe B-TCP pot fi adaptate cu usurintd pentru a satisface

diferite nevoi terapeutice.
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4. Efectul compozitiei chimice si morfologiei biomaterialelor pe baza de
hidroxiapatita asupra poprietatilor de eliberare a medicamentelor

4.1. Conditii experimentale

Aceasta parte a cercetarii este un studiu comparativ care se concentreaza pe eliberarea de
antibiotice din diferite purtatori pe bazd de HA. Eliberarea Doxy a fost investigatd pe baza
compozitiei chimice a HA, a morfologiei sale si a mediului de eliberare. Prepararea probelor a
fost efectuat prin reactii de co-precipitare. Pentru obtinerea diferitelor morfologii, au fost
utilizate ca tehnici de uscare: uscarea conventionald in etuvd si uscarea prin pulverizare.
Nanopulberile si microsferele de HA rezultate au fost caracterizate prin metode de caracterizare
frecvent utilizate in stiinta materialelor (PSA, SEM, EDX, XRD, TG si DTA, BET). Studiul de
eliberare a Doxy a fost efectuat spectrofotometric, in SBF (fluid corporal simulat) si in PBS

(solutie tampon fosfat) in volum constant de 45 ml, la 37 °C.

4.2. Rezultate si discutii
4.2.1. Analiza morfologiei si dimensiunii particulelor

In timpul masuratorilor de dimensiuni a particulelor, s-au obtinut urmatoarele valori
pentru probele de HA, MgHA, HASI(1), st HAS1(2): 686 + 417 nm, 681 + 464 nm, 574 + 390
nm, and 880 + 390 nm. Indiferent de compozitia chimica a purtatorului, uscarea traditionala a
condus la aglomerarea particulelor. Caracteristicile de suprafatd ale HA preparate prin co-
precipitare, inpreuna cu repulsie electrostatica insuficienta, rezulta aderenta particulelor [74-
75]. Ca rezultat al procesului, s-au format particule cu morfologie si dimensiuni neregulate.

Prin schimbarea tehnicii de uscare, folosind un mini uscator cu pulverizare pentru uscarea
suspensie, s-au obtinut probe cu morfologie sferica regulata. Din imaginile SEM reiese ca
microsferele nu sunt organizate sub forma de aglomerate, particulele fiind cu margini bine
definite. Suprafata acestor microsfere prezinta o morfologie foarte interesanta, caracterizata
printr-o structurd neuniforma, asemdnatoare cu cea a unei conopida (Figura 23). Realizarea
morfologiei interesante a fost posibild, pe de o parte, de parametrii de operare al uscatorului cu
pulverizare. Pe de alta parte, pregétirea minutioasa a probei de uscat si realizarea unei suspensii

suficient de fine si omogene au contribuit la succesul producerii de probe uniforme. [74].
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Figura 23: Structura de tip conopida a probei HA M

4.2.2. Determinarea continutului de Doxy

Incarcarea cu medicament a probelor preparate si caracterizate s-a realizat prin adsorbtie
fizica, cu patru solutii de Doxy de concentratii diferite. Experimentele au fost repetate de trei
ori, iar valorile medii ale capacitatii de adsorbtie au fost prezentate sub forma de diagramele

cu bare de erori din Figura 26.
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Figura 26: Capacitatile de adsorbtie ale probelor grupate in functie de morfologia lor ((a) particule
neregulate si (b) microsphere regulate), si concentratia solutiei initiale de Doxy utilizata pentru
adsorbtie

Doxy a aratat o afinitate ridicata pentru CaP, iar capacitatea de adsorbtie a purtatorului a
fost dependentd, in principal, de concentratia medicamentului (>450 mgxg' pentru probele
carrier Doxy 10 si > 1200 mgxg! pentru proebele carrier Doxy 25). Cresterea acestei valori
a fost bine corelata cu cresterea continutului de Doxy al probelor [76].

Cristalinitatea relativ scazutd a purtatorilor s-a dovedit a fi avantajoasa [77] in ceea ce
priveste capacitatea de adsorbtie. Probele cu cristalinitate similara (HA, MgHA si HASi(1)) au

prezentat o incarcare similard a Doxy, in timp ce capacitatea de adsorbtie a HASi(2) a fost mai
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micd. Acest lucru ar putea fi explicat prin cristalinitatea ridicatd a purtatorului [78], care a

afectat negativ procesul.

4.2.3. Eliberarea Doxy din nanopulberi pe baza de HA
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Figura 28: Profilurile de eliberare a Doxy din purtdtorii de (a) HA, (b) MgHA, (c) HASIi(1), si (d)
HASI(2), bazate pe continutul initial de medicament

Profilurile de eliberare a Doxy in SBF au fost similare cu profilurile de eliberare obtinute
pentru sistemele pe baza de B-TCP. Cu toate acestea, au fost observate diferente semnificative
in cantitatea de Doxy eliberatd. Procentul cumulativ de eliberare a medicamentului pentru
probele pe bazi de HA a fost mult mai mare. In plus, pulberile de HA cu diferite compozitii
chimice au prezentat o eliberare mai favorabila a medicamentului.

Pe baza schimbarii pantei curbelor, profilul de eliberare pot fi Impartit in doud etape bine
definite, caracterizate prin viteze de eliberare diferite. Practic, din momentul initial al
experimentului, primele 4 ore au fost determinate de eliberarea rapidd a moleculelor de Doxy
slab legate la suprafata [79-80]. Acest fenomen este comun in cazul probelor incarcate cu

medicament preparate prin adsorbtie fizica [67,81]. A doua etapa de eliberare (intre 4 si 48 de
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ore) a fost caracterizata printr-o eliberare mult mai lenta, care a fost evidentiata si de cantitatea
redusa de Doxy eliberata [32].

Analiza profilurilor de eliberare a medicamentului a aratat ca cresterea continutului initial
de Doxy 1n proba a condus la o scadere a eliberarii initiale brusca. Acesta ar putea fi explicata
prin interactiunile puternice dintre moleculele de substantd activa [76]. Mai mult, cantitatea
Doxy eliberat din LDDS ar putea fi controlata de continutul initial al acestuia in sistem.

Substitutia ionica confera un efect retard purtatorului. Molecula de substanta activa poate
forma interactiuni mai puternice atat cu ionii Mg>" [82-83], cat si cu grupdrile SiO4* [68-69].
Atat in cazul purtatorilor cu continut de silice, cat si de magneziu, cantitatea de Doxy eliberata

a fost cu pana la 4% mai mica, fatd de cantitatea eliberatd de pe HA pura.
4.2.4. Eliberarea Doxy din microsferele pe baza de HA
In mod similar, in cazul purtitorilor cu morfologie sferici si compozitii chimice

diferite, s-a evidentiat tendinta de crestere a cantitdtii de medicament eliberat in timp si

dependenta acestuia de continutul initial de Doxy.
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Figura 29: Profilurile de eliberare obtinute pentru microsferele de (a) HA M, (b) MgHA M, (c)
HASIi(1) M, si (d) HASi(2) M cu diferite continuturi de Doxy
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Cele doua etape de eliberare pot fi, de asemenea, bine definite si in cazul acestor sisteme.
Etapa de eliberare brusca a fost mult mai graduald si continua decat in cazul nanoporilor. Nu a
fost observat eliberarea initiala brusca de tip treapta, punctul de pornire a fiecérei profil fiind
la 0 sau aproape de 0. Profilurile reprezentate grafic in functie de continutul initial de
medicament nu au deviat semnificativ unul fata de celalalt.

Sistemele studiate si discutate 1n aceasta sectiune au aratat un efect retard mai regulat si
mai puternic decat sistemele pe bazi de nanopulberi. In comparatie cu structurile de aglomerate
poroase, suprafata sfericdi mai uniformd din punct de vedere energetic si cu porozitate
asemdnatoare conopidei au permis formarea unor interactiuni secundare mai puternice intre
Doxy si purtdtorul dat [84]. Natura acestor interactiuni a determinat viteza de eliberare si
cantitatea Doxy eliberata [78] pe parcursul intregului proces studiat.

Eliberarea intarziatd datoritd prezentei ionilor de Mg®" si grupdrilor de SiO4* (efectul
retard) a fost observata numai in cazul probelor cu continut initial scazut de Doxy. Cu toate
acestea, deoarece acest efect nu a fost demonstrat in mod clar in cazul sistemelor cu Incarcari
mai mari de Doxy (in timp ce era vizibil in cazul aglomeratelor de nanopulberi cu morfologie

iregulatd), morfologia s-a dovedit a fi un parametru crucial [76].

4.2.5. Efectul mediului de eliberare aasupra eliberarii Doxy

Asa cum aratd portiunea ascendentd a curbelor de eliberare, eliberarea substantei active
in PBS a fost mult mai intensa cu o viteza de eliberare mai mare decat in SBF. Eliberarea de
Doxy din nanopulberi nu a prezentat o crestere brusca din momentul 0 a experimentelor,
procesul a fost caracterizat printr-o crestere graduald si continud (in ceea ce priveste cantitatea
de Doxy eliberata).

Eliberarea Doxy in PBS a ardtat un comportament mai regulat, insd cu tendinte diferite
de cele masurate in SBF. Aceste observatii au fost sustinute de calcule cinetice ulterioare. De
asemenea, au fost evidentiate proprietatile Imbunatatite ale eliberarii medicamentului in cazul
purtdtorilor cu morfologie sferica regulatd in comparatie cu aglomeratele de nanopulberi cu
morfologie iregulara.

In cazul acestor sisteme, cu proprietiti bioactive, in SBF, pe langi eliberarea
medicamentului, are loc de obicei un alt process si anume formarea unui strat nou de apatita.
Procesul este caracterizat prin schimb de ioni, care conduc la formare de cristale
nestoichiometrice [85]. S-a monitorizat variatia pH-ului sistemului. Conform ipotezei noastre,

procesele de adsorbtie si schimb de ioni in SBF si din SBF au jucat un rol important in
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prevenirea eliberdrii bruste a moleculelor Doxy, astfel incat mai putind Doxy a putut difuza
decat in PBS [86].

4.2.6. Discutia profilurilor de eliberare a Doxy din diferiti purtatori

Schimbarile in transportul Doxy au fost examinate pe baza proprietatilor chimice si
morfologice ale biomaterialelor. Tabelul 10 prezinta rezultatele analizei de regresie a datelor
de eliberare a Doxy in cazul probelor cu continut redus de medicament.

Influenta morfologiei asupra eliberdrii Doxy a fost confirmata pe baza celei mai mari
valori ale lui R?. Eliberarea din aglomeratele de nanopulbere a urmat modelul Korsmeyer-
Peppas, in timp ce pulberile de HA cu morfologie sferica regulatad si compozitie chimica diferita
au prezentat eliberare conform modelului Higuchi.

Ca si in cazul sistemelor pe bazd de B-TCP, eterogenitatea structurald a purtatorilor de
nanopulberi a crescut complexitatea diferitelor interactiuni (de exemplu, orientarea
moleculelor de Doxy pe suprafata). Valorile lui n, cuprinse intre 0,067 si 0,28 au aratat ca
difuzia moleculelor de medicament nu poate fi ajustata in totalitate cu comportamentul descris
de lege de difuzie a lui Fick [87]. Coeficientii de difuzie, indiferent de compozitia chimica a
purtdtorului, au fost mici si au indicat influenta unui fenomen fizico-chimic extern, altul decat
procesul de eliberare [76,88]. In cazul acestor sisteme, a avut loc o difuzie care respecta partial
legea lui Fick.

Tabel 10: Calculele cinetice pentru profilurile de eliberare a medicamentului obtinute in SBF

Mathematical model

Samples Hixson-Crowell Higuchi Korsmeyer-Peppas
R2 kHc R2 k]—[ R2 ka n

HA_Doxy 10 0.899 0.014 0.969 3.743  0.984 8.588 0.280
HASi(1) Doxy 10 |0.5348 0.002 0.660 0918  0.838 12370 0.067
HASi(2) Doxy 10 | 0878 0.011 0941  3.101 0950 8.167 0.251

MgHA Doxy 10 | 0523 0.010 0.685 2.969  0.745 9206 0.233
HA M Doxy 10 | 0931 0.016 0987 4457 0980 2.997 0.670
HASi(1) M Doxy 10| 0.943 0.012 0991 3216 0975 2.678 0.597
HASi(2) M Doxy 10| 0.943 0011 0982 3.023 0884 2.131 0.709
MgHA M Doxy 10 | 0.876 0.014 0962  4.002 0951  3.384 0.620

Dopajul ionic nu a avut un impact semnificativ asupra procesului de difuzie a Doxy, in
sensul cd nu a fost observat o schimbare in mecanismul de eliberare pentru probele discutate.
Incorporarea ionilor a avut effect asupra cantititii eliberate de Doxy, prin efectul retard. Pentru
purtatorii cu morfologie sfericd regulata si eliberare controlata, valorile constantelor Higuchi

pentru HA cu continut de silice sau Mg au fost mai mici decat cele calculate pentru
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HA M Doxy 10, ceea ce sustine acest effect retard. Pe baza acestor rezultate, in SBF, difuzia
medicamentului conform legii lui Fick ar putea fi usor realizata prin modificarea morfologiei

biomaterialului purtator [89-90].

4.3. Concluzii partiale

Studiile de eliberare in vitro au aratat ca cantitatea cumulativa de medicament eliberat
poate fi influentat semnificativ prin modificarea continutului initial de substantd activa in
LDDS. Sistemele cu incarcare mare de medicament au prezentat un transport prin difuzie
anormala din cauza interactiunilor puternice dintre moleculele de medicament.

Intensitatea procesului de eliberare a fost, de asemenea, influentat de prezenta ionilor
straini (de exemplu, din purtatorii cu continut de Mg a fost eliberat semnificativ mai putin Doxy
decat din purtdtorul de HA purd) si de concentratia de ioni a mediului de eliberare. Prezenta
atat a silicei, cat si a Mg au condus la efect retard. Rolul morfologiei s-a dovedit a fi crucial,
purtdtorii cu o suprafatd mai uniforma din punct de vedere energetic (microsferele) au asigurat
o eliberare mai controlata a Doxy. Eliberarea din aceste structuri a avut loc treptat. Pe baza
calculelor cinetice, in SBF, sistemele studiate au ardtat un comportament conform legii de
difuzie a lui Fick. Datoritd chimiei suprafetei purtatorilor, s-au format interactiuni puternice,
sugerand eliberarea sustinutd si de lungd duratd. Acest lucru a fost confirmat de investigatiile

efectuate in PBS, timp de 15 zile.

31



5. Investigarea acoperirilor optimizate de acid polilactic/hidroxiapatita/doxiciclina

pe suprafetele aliajelor de titan

5.1. Partea experimentala

Scopul principal al acestei parti a fost prepararea si optimizarea acoperirilor poroase de
PLA si PLA/HA. Rolul acestor acoperiri fiind acela de a asigura eliberarea sustinutd si
controlatd a Doxy. Optimizarea acoperirilor preparate prin metoda dip-coating s-a concentrat
pe parametrii care influenteaza schimbarea diametrelor medii a porilor si a grosimii stratului
de acoperire. Metodologia suprafetei de raspuns (RSM) a planului Box-Behnken a fost utilizata
ca strategie experimentald, pentru optimizarea parametriilor operationali. Planul a fost construit
utilizand trei factori la trei niveluri. Concentratia solutiei de PLA (A), viteza de retragere (B)
si timpul de imersie (C) au fost alese ca variabile independente. Pentru a obtine o acoperire
suficient de groasa, cu diametrul mediu a porilor cat mai mare, a fost determinatd valoarea
fiecarui parametru experimental. Precizia modelului a fost verificatd si experimental,
acoperirile compozite cu continut de Doxy au fost preparate la parametrii optimi de operare.
Acoperirile au fost caracterizate prin metode SEM, EDX, TG si DTA. Grosimea a fost masurata
cu un Elcometer 456 si a fost investigata si umectabilitatea suprafetei. Comportamentul fata de
coroziune a fost examinat prin madsuratori de polarizare potentiodinamica (PP) si spectroscopie
de impedanta electrochimica (EIS). Eliberarea sustinutd de Doxy, controlata prin difuzie a fost

demonstrata timp de 21 de zile.

5.2. Rezultate si discutii
5.2.1. Studiu de optimizare

Conform matricei de proiectare Box-Behnken (15 rulari), morfologia acoperirilor
preparate a fost examinata prin metoda SEM. Filme cu pori deschisi au fost formate in fiecare
rulare. Distributia diametrului porilor, precum si dimensiunea medie a acestora, a variat in
functie de variabilele independente examinate. Alegerea solutiilor de PLA cu concentratie
relativ mare s-a dovedit a fi adecvatd, deoarece vascozitatea acestor solutii a fost suficienta
pentru a stabiliza picaturile de vapori de apd condensati responsabili de formarea porilor pe
suprafatd [91].

De asemenea, a fost investigatd si grosimea acestor acoperiri. Solutia cu cea mai mica
concentratie de PLA a rezultat In prepararea filmului cel mai subtire (20,31 um), in timp ce
filmul cu grosimea de 46,58 pm s-a dovedit a fi cea mai groasd. Vascozitatea ridicata a solutiei

de polimer a favorizat formarea de acoperiri mai groase [92-93].
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Pe baza acestor rezultate experimentale si folosind ecuatia polinomiald generala de
ordinul doi, a fost obtinuta urmatoarea functie de raspuns de regresie pentru diametrul mediu a
porilor:

davpore (M) = 2.2813 + 0.3628 * conc + 0.033 * v + 0.129 * 7 — 0.2378 * conc? +
0.1052 * v2 4+ 0.0292 * 72 + 0.0237 * conc * v — 0.0748 * conc x 7 — 0.1618 x v x T (22)

In mod similar, functia de rdspuns pentru modificarea grosimii acoperirii are forma:
THK (um) = 33.463 + 10.616 * conc + 0.658 * v — 1.326 * T — 1.988 * conc? + 0.290 *
v2 4+ 0.992 * 72 + 2.265 * conc * v — 1.262 x conc * T — 2.685 * v * T (23)

Ecuatia obtinutd pentru variatia diametrului porilor a dat o valoare R* de 99,16%, in
timp ce pentru grosimea filmului, aceasta a avut valoarea de 99,11%. Cu alte cuvinte, modelul
se potriveste bine cu datele experimentale, doar aproximativ 0,9% dintre variatii nu pot fi
interpretate cu model. Importanta modelelor a fost dovedita si de valorile versiunii modificate
a lui R? (adicd R2-ajustate, de exemplu R%q = 97.65% pentru dimensiunea porilor si R =
97.52% pentru grosime). Directia efectului parametrului este definita de semnul coeficientului
[94].

Efectele semnificative statistic ale variabilelor independente au fost examinate folosind
testul ANOVA. Diagramele Pareto reproduse din aceste rezultate au fost prezentate in Figura
40. Orice factor a cdrui coloana a intersectat linia de referintd la valoarea de 2,57 a fost
considerata factor semnificativ.

Tinand cont de efectele factorilor, concentratia solutiei de imersare s-a dovedit a fi un
parametru crucial in formarea spontand a acoperirilor polimerice microporoase. Solutia cu
concentratie mare, de asemenea, rezultd acoperiri groase. Pentru acoperirile mai groase, timpul
de uscare a fost mai lung, indicand, in esentd, o perioadd de evaporare indelungata a
solventului, in timp ce inca avea loc condensarea. Acest lucru probabil a condus la coalescenta
mai multor picaturi mici, conducand la formarea de pori mai mari [95].

Pareto Chart of the Standardized Effects Pareto Chart of the Standardized Effects

(response is d porosity; o = 0,05) (response is thickness, « = 0.05
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Figura 40: Diagramele Pareto a factorilor standardizati (o = 0,05)
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Dupa o discutie detaliata a preciziei si adecvarii modelelor, au fost determinate nivelurile
variabilelor independente care au dus la obtinerea de valori maxime ale diametrului mediu a
porilor si a grosimii In intervalul limitelor experimentale. Grosimea acoperirilor a jucat un rol
important in Incarcarea cu medicament. Studiile au demonstrat ca acoperirile mai groase sunt
potrivite pentru prepararea sistemelor cu continut mai mare de medicament [96]. Conform
rezultatelor rezumate din Tabelul 18, cresterea concentratiei solutiei de PLA, mentinerea
vitezei de retragere la o valoare mare si minimizarea timpului de imersie duc la acoperiri
adecvate obiectivelor. In cele ce urmeaza, atat acoperirile care contin HA, cét si cele cu Doxy

au fost preparate in aceste conditii experimentale.

Table 18: Nivelurile optime pentru valoarea maxima a dav. pore $1 @ grosimii

conc. v T calculated d 4. pore (Um)
wt %) (mm/min) (s)
11.87 150 0 2.7
calculated thickness
(um)
12 150 0 51.57

5.2.2. Caracterizarea morfologica a acoperirilor
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40
35
30
25
20
15
10

5

9% 15 20 25 30 38

d pore (1M)

LBT 30.0kV 14.8mm x1.00k SE(L

Figura 44: Imaginile SE

M si distributia corespunzatoare a dimensiunii porilor pentru (a) PLA, (b)
PLA HA, (¢) PLA D5si(d) PLA HA D5

Acoperirile cu compozitii diferite au porozitati diferite. Asa cum era de asteptat dupa

studiul de optimizare, acoperirea de PLA pur prezinta porozitate ordonata, fara fisuri si defecte.
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Diametrul porilor s-a incadrat intr-un interval Ingust, cu distributie relativ regulata. Diametrul
mediu a porilor a fost de 2,63 + 0,55 pm. Aceasta valoare a fost foarte apropiata de diametrul
mediu calculat de 2,7 pm, ceea ce a indicat reproductibilitatea rezultatelor obtinute in timpul
proiectdrii experimentale.

Adaugarea de microsfere HA la solutia de imersare polimerica a condus la o crestere in
diametrul mediu a porilor. Datorita cantitatii de 10% in greutate, solutia de polimer a devenit
mai vascoaza, cu timp de evaporare a solventului mai mare. Acest lucru, asa cum a fost discutat

mai Tnainte, a facilizat formarea de pori cu diametru mai mare.

5.2.3. Comportamentul fata de coroziune

Durata de viatd a implanturilor, calculatd din momentul insertiei In organism, este
influentatd in mare misura de rezistenta fatd de coroziune [97]. In acest studiu, proprietatile
anticorozive a acoperirilor pe baza de PLA si PLA HA au fost examinate folosind metodele de
PP si EIS. Principalii parametri de coroziune obtinuti prin extrapolarea curbelor Tafel sunt

prezentati in Tabelul 19.

Table 19: Parametrii semnificativi de coroziune, coeficientii Tafel

Ecorr,abs/ |
Sample E(S/(;P E°z{;')°a'° leorr (A) (AI/C;BZ) (V/Bdcec) (V/[:;ec) Re () ((;g:)y:e?f)
PLA HA | -0064 -0.097 7.708x10° 3083107 0043 0045 10930 7.40x107

PLA HA D25 | -0.097 -0098 3.280x10¢ 1312x107 002 0021 5520 3.15x10°

PLA HA D5 | -0.088 -0.213 6.498x10° 2599107 0062 0044 18300 6.24x10%

PLA HA D75 | -0.174 -0194 2208x10% 9.192x10% 001 0009 1757 2.21x10°
PLA 0017 001  1071x10° 4.283x10° 0046 0041 76900 1.03x10°
PLA D25 | -0.095 -0102 3344x10° 1.338x10° 0036 0034 158800 3.21x10%
PLA D5 | -0.006 -0.043 4656x10° 1.862x10° 007 0.074 478600 4.47x10%
PLA D75 | -0.033 -0058 1427x10° 5707x10° 0044 0053 718700 1.37x10%

In general, icor este parametrul cel mai semnificativ In caracterizarea proceselor de

coroziune. Dupd cum se stie, o valoare ridicatd a icor indicd vitezd mare de coroziune [98].
Conform valorilor din Tabelul 19, acoperirea de PLA pur prezinta o rezistentd mai buna fata

de coroziune, in comparatie cu acoperirea de PLA HA.
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Experimentele au ardtat ca adaugarea de HA la solutia de PLA a dus la formarea de
acoperiri cu diametrul mediu a porilor crescut (vezi Figura 44). Porii mai mari prezentau locuri
unde SBF s-a acumulat. In consecinti, acest lucru a permis o permeabilitate imbunatitita a
diferitilor ioni, cum ar fi ionii HCO3~, CI” si HPO4>~ [99]. Datoritd speciilor conducitoare din
electrolit, acoperirea a prezentat o rezistenta mai mica [100]. In plus, rezistenta mai scizuti
fata de coroziune a fost atribuitd hidrofobicitatii suprafetei [101].

In mod similar, s-a observat ci acoperirile cu continut de Doxy au prezentat proprietiti
anticorozive mai bune decat cele fara Doxy. Acest lucru a sugerat ca Doxy a avut un efect
inhibitor asupra procesului de coroziune. Pe baza observatiilor, pe masura ce continutul de
Doxy din acoperire creste, stratul impiedica mai eficient electrolitul sa ajungd la suprafata
metalicd [102]. Reducerea vitezei de coroziune cauzatd de medicament a fost favorizata si de

grosimea acoperirilor [103], care a crescut odata cu cresterea continutului de Doxy.

5.2.4. Investigarea eliberarii de Doxy

Profilurile de eliberare au fost prezentate in Figura 51. Majoritatea sistemelor au
prezentat un comportament similar pe parcursul intregii perioade de observare. In niciunul din
cazuri nu a fost observat un comportament inacceptabil, neregulat, eliberarea fiind una regulata
si continud in SBF, pentru fiecare acoperire. In primele 12 ore ale experimentului, a fost
prezenta eliberarea brusca, rapida a medicamentului, caracteristica sistemelor polimerice [104-
105], urmata de o etapa de eliberare sustinuti. In majoritatea probelor, dupa prima zi, viteza de
eliberare a medicamentului a scazut, iar cantitatea de medicament eliberata prezenta o crestere
usoard. Pe baza acestor observatii, acoperirile poroase au asigurat o eliberare consecventa si
controlatd de Doxy. Mai mult, reproductibilitatea comportamentului in vitro al acoperirilor a

fost ridicatd, cu variatii reduse Intre masuratorile individuale.
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Figura 51: Eliberarea de Doxy din acoperirile de (a) PLA si PLA HA
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Afinitatea mare intre HA si Doxy a fost observata in acest studiu. Acoperirile cu HA au
prezentat un comportament retard in comparatie cu acoperirile pe baza de PLA pur. Datorita
legaturilor secundare si atractiei electrostatice, cantitatea de medicament eliberata a fost redusa
[106]. Doxy are capacitatea de a forma un complex chelat cu ionul Ca®" prezent in HA, astfel
incat afinitatea dintre cei doi compusi este mare [107]. Cu toate acestea, natura hidrofoba a

stratului de polimer a contribuit la realizarea eliberarii sustinute si prelungite [108].

5.2.5. Studiu cinetic al eliberarii

In cazul sistemelor biodegradabile, eliberarea medicamentelor este adesea un proces
complex. Aproape toate acoperirile investigate au aratat o relatie aproape liniard cu modelul
Korsmeyer-Peppas. Reprezentarea acestor fitdri grafice sunt prezentate in Figura S2.
Acoperirea PLA D2.5 reprezinta o exceptie, unde fitarea cu modelul cinetic de ordinul intai a
condus la cea mai mare valoare R?.

In timpul perioadei de investigatie, acoperirile nu au suferit daune semnificative care ar
fi putut influenta procesului de eliberarea a Doxy [109]. Eliberarea s-a realizat prin difuzie, cu
comportament asemanator, dar nu identic celei formulate in prima lege de difuzie lui Fick.
Comparativ cu forta motrice a difuziei, gradul de relaxare a lantului polimeric a avut un efect
minim in perioada examinata [110]. Cantitatea relativ mica a medicamentului eliberat sustine
ipoteza ca degradarea polimerului nu a fost semnificativa in cele 21 de zile de experimentare.

Figura 52: Datele de eliberare a Doxy din acoperirile de (a) PLA si (b) PLA-HA ,de ajustate la
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5.3. Concluzii partiale

Combinatia de implanturi metalice cu DDS s-a dovedit a fi promitatoare din perspectiva
terapeutica. Acoperirile din PLA si PLA HA, cu pori deschisi bine organizate si cu distributie

omogena de HA, au fost preparate prin metoda dip-coating, pe substrat de aliaj Ti6Al4V.
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Porozitatea si grosimea acoperirilor sunt parametri importanti in ceea ce priveste eliberarea
medicamentului, rezistenta fatd de coroziune si bioactivitate. Modificérile in concentratia
solutiei de PLA au dus la cele mai semnificative diferente ale parametrilor tintd. Mentinerea
concentratiei si vitezei de retragere la valoarea lor maxima a permis prepararea unor acoperiri
cu diametrul mediu a porilor si grosimea maxima, in limitele parametrilor experimentali
investigati.

Investigatiile electrochimice au demonstrat cd porozitatea joacd un rol important in
rezistenta fatd de coroziune, deoarece porii cu diametre mari favorizeaza procesele de
coroziune. Mai mult, Doxy s-a dovedit a fi un inhibitor puternic, atat in acoperirile de PLA, cat
siin cele de PLA HA.

Studiile in vitro de eliberare a medicamentelor in SBF au confirmat eliberarea sustinuta
a Doxy, controlatd prin difuzie. Durata relativ lunga (21 de zile) a experimentului desfasurat

dupd un mecanism de eliberare neschimbat a indicat stabilitatea acoperirilor.
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6. Investigarea in timp real a eliberarii doxiciclinei prin metoda electrochimica
6.1. Conditii experimentale

Obiectivul acestei parti de cercetare a fost acela de a investiga masuratorile in vitro prin
monitorizarea in timp real a profilurilor de eliberare si compararea rezultatelor cu valorile
obtinute prin metode conventionale spectrofotometrice. Dintre metodele electrochimice, s-a
folosit metoda de voltametrie puls-diferentiala (DPV), prin care a fost eliminata prelevarea de
esantioane. Aplicabilitatea metodei a fost investigata pentru purtatorii de nanofibrele de PLA
st PLA/HA incarcate cu Doxy. Atat nanofibrele PLA, cét si cele de PLA/HA au fost preparate
prin metoda de electrofilare. Incircarea medicamentului a fost efectuata prin adsorbtie fizica
folosind solutii apoase Doxy cu concentratii initiale de 3, 7 si 12 gxL™'. Purtitorii de nanofibre
au fost caracterizate cu ajutorul SEM, EDX si FTIR. Atat masuratorile de voltametrie ciclica
(CV), cat si cele de voltametrie puls-diferentiald (DPV) au fost efectuate intr-o celula
conventionald cu trei electrozi. In conformitate cu configurarea traditionald a celulei, s-a
utilizat un electrod de referintd Ag/AgCl, KClsa, un electrod auxiliar din sdrma de platind si un

electrod de lucru din carbune vitros (GCE).

6.2. Rezultate si discutii

6.2.1. Investigarea comportamentului electrochimic al Doxy

- —PBS
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Figura 57: Voltamograme ciclice pe GCE in prezenta si in absenta Doxy. Conditii experimentale:
electrolit, 0.1 M PBS (pH = 7); potential de pornire, -1.2 V vs. Ag/AgCl, KCls, viteza de baleiaj, 50
mV/s.
Pentru a putea monitoriza eliberarea medicamentului in situ, folosind o metoda

electrochimica, comportamentul electrochimic al substantei active trebuie bine cunoscut.

Pentru a studia comportamentul redox al Doxy, s-au efectuat masuratori de CV, urmata de
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optimizarea parametrilor de operare ai DPV. Parametrii optimi de intrare determina
sensibilitatea si fiabilitatea metodei.

Gruparile tricarbonil, dimetilamoniu si fenolic-diacetona ale moleculei de Doxy sunt
grupuri ionizabile. Prin urmare, in general in voltamograme apar trei varfuri de oxidare (in
functie de pH) [111]. Conform voltamogramelor ciclice prezentate in Figura 57, la un pH in
jurul valorii neutre, aceste varfuri se suprapun [111]. Indiferent de concentratia solutiei de
Doxy, varful anodic (I.) atribuit oxidarii moleculei a fost identificat la un potential de +0.935

V VS. Ag/AgCl, Kclsat.
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Figura 58: Influenta valorilor potentialului treapta (a, a') si ale amplitudinii pulsului (b, b') asupra
DPYV inregistrate pe electrodul GC in prezenta Doxy (1.4 x 10 M) (a, b) si asupra curentilor de varf
(a’, b’). Conditii experimentale: 0.1 M PBS (pH= 7) ca electrolit; amplitudine
50 mV; potential treaptd 5 mV; +0.7 V vs. Ag/AgCl, KClg, ca potential de pornire

Sensibilitatea metodei DPV depinde de parametrii de intrare, asa ca s-a efectuat un studiu
de optimizare pentru valoarea potentialului treaptd si amplitudinii pulsului. Pe baza acestor
rezultate (vezi Figura 58), s-a constatat cd un potential treaptd de 5 mV si o amplitudine a
pulsului de 50 mV asigurd atingerea curentul maxim de varf pentru sensibilitatea si stabilitatea
masuratorilor dorite [112]. Prin urmare, acesti parametri au fost utilizati pentru investigatiile

ulterioare.
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Doxy released (%) ppv

Doxy released (%) ppv

6.2.2. Studiul de eliberare in timp real a Doxy

Indiferent de compozitia chimica a nanofibrelor, sistemele au ardtat o eliberare similara
cu cele discutate pana acum. Desi am examinat diferiti purtdtori atat din punct de vedere
morfologic, cat si din punct de vedere al calitatii materialelor, doud faze ale profilului de
eliberare pot fi atinse: o eliberare initiald brusca urmata de o etapa mai lenta (vezi Figura 62).
Eliberarea brusci a fost favorizati de mai multi parametri. In primul rind, conform celor
discutate anterior, interactiunile secundare slabe s-au rupt rapid, rezultdnd o eliberare initiala
relativ mare [113]. In al doilea rand, proprietitile moleculei de Doxy, cum ar fi afinitatea sa
ridicatd pentru mediile apoase si forma recristalizatd dupd adsorbtie, au influentat, de
asemenea, etapa initiald de eliberare [113-114].

In principal, fibre cu diametre mai mari de 500 nm au alcituit straturi electrofilate. S-a
demonstrat ca diametrele mai mari ale fibrelor joaca un rol important in eliberarea sustinuta si
de lungd duratd a substantei active [115]. Comparand fibrele, din punct de vedere a
proprietatilor de eliberare a medicamentelor, s-a observat cd, din sistemele cu purtatorii de
nanofibre din PLA pur, s-a masurat cu 2-5% mai putin Doxy eliberat. Deoarece incapsularea
HA in nanofibre nu a cauzat modificari morfologice aparente, diametrul fibrelor a fost

parametrul important al procesului.

6.2.3. Validarea metodei DPV
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Figura 62: Profilurile de eliberare a Doxy masurate cu DPV (simboluri negre) si spectrofotometrie
UV-VIS (simboluri albastre) pentru sistemele (a) PLA Doxy 3, (b) PLA Doxy 7, (c)
PLA Doxy 12, (d) PLA/HA Doxy 3, (¢) PLA/HA Doxy 7 si (f) PLA/HA Doxy 12.
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Rezultatele masuratorilor spectrofotometrice au aratat un comportament similar si
tendinte de difuzie a Doxy aproape identice cu datele inregistrate cu DPV (Figura 62). Dintre
acestea, trebuie evidentiata eliberarea neregulata de medicamentului din probele PLA Doxy 3
si PLA/HA Doxy 3 si dependenta eliberarii de continutul initial de Doxy.

Dupa primele 12 ore de experimentare, pentru nanofibrele de PLA pur, s-a observat ca,
conform masuratorilor DPV, Doxy eliberata a fost cu aproximativ 1,6%, 4% si 2% mai mica
decat cea determinatd prin masuratorile spectrofotometrice. Aceste diferente sugereaza ca
dilutia asociata cu prelevarea de probe in timpul masuratorilor UV-VIS a influentat eliberarea.
Reumplerea continua la volum constant cu PBS proaspat a condus la o schimbare a gradientilor
de concentratie si, prin urmare, la o crestere a vitezei de eliberare. Aceastd observatie a fost
sustinutd de modificarea starii de echilibru in comparatie cu profilele de eliberare masurate
voltametric [112]. Unul dintre principalele motive pentru diferentele dintre seriile de date
masurate a fost sensibilitatea diferitd a celor doua metode [116]. Cu toate acestea, aplicarea
DPYV in acest domeniu s-a dovedit a fi de succes, deoarece a permis masurarea in situ a difuziei
Doxy din nanofibrele pe baza de PLA, fara preluarea de esantioane si diluare constanta. Metoda
nu a afectat monitorizarea proceselor de eliberare si difuzie a medicamentului, astfel incat nu
s-a observat nicio schimbare a stérii de echilibru in cazul profilurilor obtinute cu DPV. Metoda

voltametrica a fost, de asemenea, una avantajoasa datorita timpului redus de masurare.

6.2.3.1. Metodologie independenta de model

Tabel 23: Comparatie a profilurilor de eliberare obtinute prin metodele DPV si UV-VIS, bazate pe
factorii de diferenta (f;) si de similitudine (f;)

Samples fs fq
PLA Doxy 3 80 16.45
PLA/HA_Doxy 3 53.65 96.56
PLA Doxy 7 72.2 36.56
PLA/HA_Doxy 7 79.71 38.27
PLA Doxy 12 82.24 33.34
PLA/HA Doxy 12 95.35 4.42

In urma comparatiei grafice, datele de eliberare a Doxy ale sistemelor investigate
obtinute prin ambele metode au fost comparate folosind o metoda numerica. Valorile factorilor
de similitudine (f;) si factorilor de diferenta (f;) determinati au fost prezentate in Tabelul 23
[112]. Acesti parametri au reflectat bine observatiile discutate n timpul comparatiei grafice,
unde profilurile au ardtat tendinte similare, dar cantitatea masuratd de Doxy eliberata a fost
diferitd. Datele obtinute atat pentru nanofibrele de PLA, cat si PLA/HA, indiferent de

continutul lor initial de Doxy, au indeplinit criteriile pentru f;, deoarece valorile au fost mai

42



mari de 50. Valorile f; au ilustrat diferentele in procentul de eliberare cumulativd a Doxy.
Aceasta abordare independenta de model a demonstrat cd metoda voltametricd a fost potrivita

pentru monitorizarea in timp real, in situ, a difuziei Doxy [112].

6.2.3.2. Metodologie dependenta de model

Analiza de regresie liniard efectuatd cu cinci modele a fost aplicata atat cu seriile de date
de eliberare UV-VIS, cat si cu cele DPV pentru primele 6 ore ale studiului. Modelul
corespunzator a fost ales in functie de valoarea coeficientului de determinare.

Comparand rezultatele, doud observatii principali pot fi evidentiate. In primul rand,
tehnica DPV s-a dovedit a fi o metoda alternativa de succes pentru studierea eliberarii Doxy.
In al doilea rand, eliberarea Doxy din toate sistemele nanofibroase investigate a urmat cinetica
modelului Korsmeyer-Peppas [117]. Comportamentul sistemele nu a urmat in totalitate difuzia
descrisd de legea lui Fick. Datoritd naturii si proprietatii substantei active si a polimerului,

difuzia din sistemele nanofibroase a fost diferita de cea liniara [22,112].

Tabel 25: Analiza statisticdi (ANOVA) a datelor de eliberare a Doxy examinate folosind metodele
voltametrice si spectrofotometrice si ajustate cu cinci modele matematice diferite.

Origin of variation SS df MS Ferit F p-value
R2-based single-factor ANOVA

0o, To, HC, and H 0.096783 7 0.013826 2.2490 1.2486 0.3001

Kinetic models

0o, To, HC, H, and KP | 0.223502 9 0.024834 2.0733  2.5004 0.0190

Kinetic models

k-based single-factor ANOVA
0o, Io, HC, H, and KP | 80.38197 9 893133 20733 7.1450 1.42x10°
Kinetic models
Two-factor ANOVA, with replication in terms of R?
0o, Io, HC, H, and KP | 0.20871512 4  0.052179 2.5571  5.2538 0.0013
Kinetic models
Investigation technique | 0.00903563 1  0.009036 4.0343  0.9097 0.3447
(DPV/ UV-VIS)
Interactions between 0.0057515 4 0.001438 2.5571  0.1447 0.9644
investigation technique
and Kinetic models
Two-factor ANOVA, with replication in terms of k
0o, Io, HC, H, and KP 78.6933 4 19.67332 25571 15.7386 2.12x10®
Kinetic models
Investigation technique | 0.257921 1 0.257921 4.0343  0.2063 0.6516
(DPV/ UV-VIS)
Interactions between 1.430755 4 0357689 2.5571 0.2861 0.8856
investigation technique
and Kinetic models
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Stabilitatea purtatorilor a fost indicatd de cantitatea scazuta de Doxy eliberata cumulativ,
sugerand ca in primele ore, nanofibrele polimerice nu au suferit modificari structurale care ar
fi afectat semnificativ eliberarea medicamentului. Acest lucru a fost sustinut si de mecanismul
controlat prin difuzie.

In plus, s-a fost efectuat un test ANOVA unifactoriald si bifactoriald pentru a compara
modelele care descriu eliberarea medicamentului. Testele au fost aplicate atat la constantele
vitezei de eliberare (ko, k1, knc, ku, and kkp), cat si la valorile coeficientului de determinare.

Rezultatele analizei unifactoriale au indicat cd, in fitarea cu modelele 0o, Io, HC si H nu
a aratat diferente semnificative (F = 1.25 < Feie = 2.25, p (=0.3) > 0.05), prin adaugarea
modelului KP la testul ANOVA s-au obtinut diferente semnificative (F = 2.5 > Feit = 2.07, p
(=0.019) < 0.05). Rezultatele aceluiasi test pentru valorile £ au ardtat diferente semnificative.
Aceste constatari nu au fost surprinzdtoare si au rezultat din diferentele matematice dintre
ecuatiile celor cinci modele utilizate.

Rezultatele testului ANOVA bifactoriald pentru valorile k si valorile R* au fost foarte
similare, conducand la concluzii similare privind datele analizate. Diferentele semnificative
intre modelele cinetice au evidentiat mecanismul de eliberdre a Doxy. Diferentele dintre cele
doud metode de misurare nu au fost semnificative, nici in ceea ce priveste valorile R?, nici
valorile k (F < Feit, p > 0.05). Aceasta observatie a sustinut concluziile trase din valorile f; si
fa. Absenta interactiunii dintre modelele cinetice aplicate si metoda de masurare a fost

confirmata si de valorile F si p.

6.3. Concluzii partiale

Prin metoda de electrofilare a fost posibila prepararea unui purtator de medicament, care
prin morfologia fibroasa imitd matricea extracelulara, si care a prezentat proprietati favorabile
in ceea ce priveste eliberarea medicamentului.

Rezultate experimentale a acestei parti au contribuit la dezvoltarea monitorizarii
continue, in situ, in timp real a eliberarii medicamentului. DPV s-a dovedit a fi o metoda
analiticd alternativad adecvata, cu numeroase avantaje. Metoda nu a influentat procesul de
eliberare, iar lipsa prelevarii de probe a jucat un rol important in atingerea starii de cvasi-
echilibru. Aceasta metoda rapidd, simpla si eficientd poate fi adecvatd pentru studierea
eliberdrii de medicamente care contin grupari electroactive si pentru imbunatatirea eficientei

dezvoltarii LDDS.
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III. Concluzii generale

Tema cercetarii prezentate In aceastd teza de doctorat a fost investigarea biomaterialelor
cu diferite compozitii chimice si morfologii ca sisteme locale de livrare a medicamentelor
(LDDS). Similar altor domenii medicale, in ortopedie si stomatologie, LDDS reprezinta o noua
oportunitate In prevenirea sau tratarea infectiilor sau a inflamatiilor. Cercetarea se bazeaza pe
proiectarea si dezvoltarea unor sisteme care, pe langd faptul cd sunt biocompatibile si
favorizeaza procesele fiziologice de regenerare, sunt potrivite pentru eliberarea
medicamentului la locul terapeutic. Prin tratamentul la locul tintd, creste semnificativ
eficacitatea substantei active, ceea ce are ca rezultat reducerea timpului de recuperare. Aspectul
principalul al dezvoltarii sistemelor cu caracteristici diferite a fost asigurarea eliberarii
controlate a medicamentului si eliberarea prelungita, chiar in mai multe etape. Locul, perioada
si viteaza de eliberare a medicamentului influenteaza procesele biologice, astfel incat
proiectarea LDDS se bazeaza pe acesti parametri.

Doxiciclina (Doxy), care poate fi folositd pentru prevenirea diverselor inflamatii si
infectii, a fost testatd in cazul a patru tipuri diferite de purtitori. Intrebarea cheie a fost
intelegerea comportamentului de eliberare a Doxy, determinarea factorilor care influenteaza
procesul si definirea cineticii eliberdrii medicamentului. In cazul LDDS, proprietitile
purtdtorului, precum si interactiunile dintre purtdtor si substanta activd influenteaza
semnificativ viteza de eliberare. Dintre LDDS, profilurile de eliberare ale Doxy au fost
investigate pentru fosfatul tricalcic B (B-TCP) si B-TCP dopat cu silice, precum si cu magneziu
(Contributie originala, capitolul 4); pentru hidroxyapatitd (HA), HA dopate cu silice sau Mg,
de morfologie regulard sferica si aglomerate alcdtuite din nanopulberi (HA) (Contributie
originala, Capitolul 5); pentru acoperiri din poli(acid lactic) (PLA) si PLA cu continut de HA
(Contributie originala, Capitolul 6); si pentru nanofibre de PLA si PLA/HA (Contributie
originala, Capitolul 7).

In primul capitol al contributiei original, a fost propusa investigarea p-TCP pur si a p-
TCP substituit partial cu silice sau magneziu ca purtatori pentru Doxy. Obiectivele cercetarii
rezumate in capitol au inclus prepararea si caracterizarea purtdtorilor mentionati mai sus,
precum si investigarea in vitro a proprietdtilor relevante ca purtatori de medicamente.

1) Metoda co-precipitdrii urmata de un tratament termic s-a dovedit a fi potrivita pentru
realizarea fazei pure de B-TCP. pH-ul amestecului de reactie, timpul de reactie, temperatura de
sinterizare si durata acestuia au fost identificati ca parametri cheie a eficacitatii reactiei.

Experimentele optimizate au aratat cd folosind materialele prime Ca(NO3)2 si (NH4)2HPOs4, cu
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un timp de amestecare de 2 ore la temperatura camerei (pH= 8), urmata de sinterizarea treptata
pana la 900°C, au dus la formarea fazei pure de B-TCP.

2) Transformarea termicad a apatitei cu deficit de calciu este un proces in mai multe etape,
a carui etapa finala este in mare masura determinata de raportul initial Ca/P. Temperatura de
transformare depinde de compozitia elementara a probei.

3) Incorporarea ionilor striini in p-TCP a dus la diferite modificari cristalografice. Dopajul
cu silice a condus la modificari mai putin semnificative, in timp ce substitutia cationica a dus
la modificari structurale semnificative.

a) Incorporarea partiald cu silice, rezultind o modificare a intensitatii varfurilor de
difractie de raze X, a fost independentd de sursa de silice utilizata in timpul reactiei (Na2S103
sau Ludox AS-40).

b) Incorporarea Mg?" a fost confirmati prin deplasarea semnificativd a varfurilor de
difractie (comparativ cu B-TCP pur) si de o scadere a cristalinitatii.

4) Pulberile aranjate in agregate poroase au avut o eficientd semnificativa de adsorbtie,
ceea ce a permis o incdrcare remarcabilda a medicamentului. Procesul depindea de concentratia
initiald a solutiei de medicament.

5) Agregatele poroase, servind drept ca purtatori pentru Doxy, asigura o eliberarea lenta a
medicamentului in vitro. Eliberarea medicamentului din pulberile de B-TCP a urmat fie
mecanisme de difuzie conform celei descrise de legea Iui Fick (modelul Higuchi), fie difuzie
partial descrisa de legea lui Fick (modelul Korsmeyer-Peppas).

6) Difuzia Doxy poate fi controlatd in mare masura de cantitatea continutului initial de
medicament al probei. Interactiunile puternice Doxy-Doxy au ca rezultat o sciddere a vitezei de
eliberare, ceea ce reduce cantitatea de medicament eliberata in timp.

7) In plus fatd de nivelul de incircare a medicamentului, viteza de eliberare poate fi
controlata si prin substitutie ionicd. Comparativ cu B-TCP pur, B-TCP substituit cu Mg are un
efect mai retard, 1n timp ce efectul retard in prezenta silicei in structura purtatorului este $i mai
semnificativa. In acest caz, nu numai ci eliberarea a fost mai regulata, dar procentul de eliberare
cumulativa a medicamentului a fost chiar cu 3-5% mai mic.

Aceste observatii privind eliberarea Doxy, parametrii de influentd si impactul lor au fost
examinate si in cazul purtatorilor de HA si HA substituitd cu ioni (Capitolul 5). Datorita
proprietatilor sale biologice, utilizarea HA este mai raspandita, totusi, abordarea ca purtator
local de medicamente reprezintd un domeniu nou de cercetare. Modificarile structurale au fost
induse de substitutia cu silice sau magneziu, folosind aceleasi surse de ioni straini ca in reactiile

capitolului patru. Scopul experimentului a fost de a examina si discuta diferentele dintre
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pulberile de HA cu diferite compozitii chimice si morfologii, in primul rand din perspectiva
adecvarii ca purtator de medicament.

8) Pulberile preparate prin co-precipitare au fost caracterizate prin diferite metode de
investigare a materialelor, in conformitate cu cerintele stiintei materialelor. Puritatea
materialelor si incorporarea cu succes a ionilor strdini au fost sustinute de masuratori de
difractie de raze X.

a) In ceea ce priveste dimensiunea cristalelor, prezenta gruparii de silice a favorizat
procesul de crestere a cristalelor, dimensiunea cristalelor de HA dopate cu silice a fost cu cateva
zeci de nanometri mai mare decat cea a HA pure.

b) Concentratia ridicatd de Mg”* folositd in sinteza a inhibat cristalizarea si cresterea
cristalelor. In plus, s-a observat un efect de destabilizare structurald, care s-a dovedit a fi mai
puternic in comparatie cu cele observate in capitolul experimental anterior. In comparatie cu
purtatorul de HA pura, MgHA a prezentat o cristalinitate cu 3% mai mica, in timp ce in cazul
B-TCP, aceasta a fost putin peste 1%.

9) Morfologia pulberilor pe baza de HA ar putea fi influentatd de metoda de uscare, asa
cum este sustinutd de imaginile SEM. Uscarea cu un mini uscdtor cu pulverizare a dus la
prepararea de microsfere regulate. Morfologia suprafetei de tip conopidd a acestora nu a fost
afectatd de calitatea materialului. Distributia diametrelor microsferelor si diametrul mediu al
particulelor au fost similare pentru toate probele.

10) Comportamentul termic al pulberilor a fost independent de morfologie si compozitia
elementara, nu au existat modificari semnificative niciuna dintre curbele TG sau DTA. Efectul
destabilizator al incorporirii Mg?* a fost vizibil si aici, in cea mai mare pierdere de masi (18
% in cazul MgHA M, in timp ce 10 % in cazul HA M).

11) Prezenta ionilor strdini a modificat semnificativ porozitatea pulberiilor, scdderea
diametrului mediu al porilor si cresterea suprafetei specifice au fost semnificative atat pentru
probele cu continut de silice, cat si cu continut de magneziu.

12) Porozitatea este o problema importantd nu numai in ceea ce priveste procesele
fiziologice, ci si In ceea ce priveste incarcarea cu substantd activd. Moleculele de medicament
nu numai ca s-au legat la suprafatd, ci au patruns si in porii purtatoriilor.

13) Capitolele patru si cinci ale tezei au subliniat afinitatea mare a moleculei de Doxy fata
de ambele grupuri de CaP. S-a observat o corelatie pozitivd intre incarcarea mare de
medicament si concentratia initiald a solutiei de medicament, in care afinitatea ridicatd a jucat
un rol important. Comparand proprietatile de incarcare a medicamentului ale B-TCP pur si ale

HA, s-a constatat cd HA are o capacitate de adsorbtie mai mare. Aceasta observatie a fost
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deosebit de semnificativa in cazul Incarcarilor mai mici de Doxy, unde eficienta de adsorbtie a
HA a fost cu pana la 10% mai mare. Probele cu cristalinitate mai micd si o structurd mai amorfa
s-au dovedit a fi mai avantajoase din punct de vedere al purtatorului de medicament.

14) In urma experimentelor de incircare a medicamentului, au fost investigate proprietitile
de eliberare a medicamentului, adica comportamentul de eliberare a fost monitorizat in fluide
simulate. Majoritatea sistemelor au aratat comportamentul asteptat, eliberarea medicamentului
prezentand doua etape distincte. O eliberare initiald brusca, care a fost urmata de o faza de
eliberare mai lentd, dar sustinutd. Eliberarea Doxy a fost examinata si discutata din mai multe
perspective.

a) Similitudinea in compozitia elementard si gradul de incarcarea cu Doxy au permis o
comparatie intre purtatorii pe bazd de HA si purtdtorii pe baza de B-TCP. Pe baza profilurilor
de eliberare, a fost clar ci etapa initiald de eliberare a fost semnificativ diferita. In comparatie,
o cantitate mai mare de Doxy eliberata a fost masurata din pulberile de apatita. HA si HA dopata
cu ioni au prezentat o eliberare mai favorabila a medicamentului.

b) S-a observat o corelatie negativa intre cantitatea de substantd activa eliberata si
continutul initial de medicament, care a fost explicata prin interactiunile Doxy-Doxy.

c) Parametrii de influentd au fost in mare parte mai semnificativi in cazul continutului
mai scazut de substantd activd, asa ca aceste sisteme au fost investigate in cele ce urmeaza.
Prezenta atat a silicei, cat si Mg au jucat un rol important in micsorarea vitezei de eliberare a
Doxy. Efectul retard al acestor purtatori a avut un procent de eliberare cumulativd a
medicamentului cu pand la 4% mai mic comparativ cu purtatorii nemodificati.

d) Morfologia purtatorului de HA s-a dovedit a fi un factor de influentd mai dominant
decat compozitia chimica. Atat profilurile de eliberare, cat si rezultatele studiilor cinetice au
indicat ca morfologia sferica regulatd permite o eliberare mai uniforma a antibioticelor. Cu alte
cuvinte, difuzie conform legii lui Fick poate fi realizata chiar si prin modificari morfologice.

e) Morfologia regulatd sporeste controlabilitatea LDDS, ceea ce a fost confirmata de
caracterul gradual si continuu al fazei initiale (spre deosebire de comportamentul observat in
cazul purtatorilor de nanopulberi, unde s-a observat o eliberare initiald de tip treaptd). O
suprafatd mai uniformd din punct de vedere energetic a favorizat formarea interactiunilor
secundare echivalente, natura legaturilor influentand viteza de eliberare. Aceasta observatie a
fost sustinuta in continuare de valorile mai mari ale coeficientului de determinare.

f) Masurarea eliberarii pe termen lung folosind metoda spectrofotometrica UV-VIS, in
fluidul corporal simulat (SBF) nu a fost realizabil din cauza perturbrii solutiei in timp. In

consecintd, probele au fost examinate si In solutie de tampon fosfat (PBS). Rezultatele
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masuratorilor de 15 zile au demonstrat ca atat purtatorii de HA, cat si de HA dopati cu ioni, cu
morfologie sferici regulati, sunt adecvati pentru a asigura eliberarea sustinuta de Doxy. In plus,
experimentele au evidentiat, ca concentratia mediului de eliberare in care este testat LDDS dat
are o influentd semnificativd asupra proceselor. PBS, cu concentratie mai micd a permis o
difuzie mai intensa a Doxy.

HA, cu morfologie sferica regulati a fost implementatd in acoperiri de implant. In
consecinta, al saselea capitol a discutat combinatia de implanturi metalice si DDS. Prima parte
a capitolului s-a concentrat pe prepararea si optimizarea acoperirilor poroase de PLA.
Acoperirile cu continut de Doxy au fost preparate pe baza parametrilor optimizati, iar acestea
au fost investigate in conditii in vitro.

15) Tehnica de modificare a suprafetei prin imersie a fost potrivitd pentru prepararea
acoperirilor poroase de PLA. Schimbarea porozitatii acoperirii a fost examinata in functie de
solvent, concentratia solutiei de polimer, viteza de retragere si timpul de imersie.

a) Natura solventului, mai precis punctul de fierbere a solvantului, este un parametru
important pentru formarea porilor deschisi. Solventii cu punct de fierbere scazut asigura
formarea porilor cu diametre cu dimensiuni reduse.

b) Metodologia suprafetei de raspuns (RSM) a fost utilizatd pentru a investiga efectele
concentratiei solutiei de PLA, timpului de imersie si vitezei de retragere asupra diametrului
porilor si grosimii acoperirii. A fost selectatd matricea de proiectare Box-Behnken pentru
realizarea unui studiu de optimizare eficienta si rapida. Relatiile empirice obtinute au fost
valabile numai in cadrul nivelelor investigate.

1) Cel mai mare diametru al porilor si cea mai groasd acoperire pot fi obtinute prin
mentinerea concentratiei solutiei de PLA si a vitezei de retragere la nivelurile lor maxime,
minimizand in acelasi timp timpul de imersie.

i1) Concentratia solutiei de polimer joacd cel mai decisiv rol In formarea spontand a
microporilor.

i) Metoda de optimizare utilizatd s-a dovedit a fi adecvatd, intrucit proprietatile
acoperirilor preparate la parametrii optimizati corespundeau valorilor calculate obtinute in
timpul proiectarii experimentale (diametrul mediu calculat al porilor a fost de 2,7 um, in timp
ce diametrul mediu al porilor determinat experimental pe baza imaginilor SEM a fost de
2,634+0,55 pm).

16) Acoperirile de PLA-Doxy si PLA-HA-Doxy, cu continut diferit de medicament, au fost

preparate la parametrii optimizati.
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a) Omogenitatea acoperirilor a fost sustinutd de analiza termica si de analiza cartografierii
EDX. Acoperirile cu continut de HA (ca aditiv) s-au dovedit a fi mai avantajoase din punct de
vedere termic decat acoperirile de PLA pur. in acelasi timp, prezenta HA microsferice adus la
cresterea diametrului porilor de suprafatd (diametrul mediu al porilor, In comparatie cu cele
din acoperirile de PLA pur, a fost cu aproximativ 40% mai mare).

b) Atat prezenta substantei active, cat si a microsferelor de HA in acoperiri i-au schimbat
umectabilitatea suprafetei, imbunatitind natura hidrofild a acoperirilor. In acest sens, atat HA
cat st agentul antibacterian conferd o mai buna bioactivitate acoperirii.

c) Pe baza testelor electrochimice de coroziune, s-a stabilit ca dimensiunea mare a porilor
a avut un efect negativ in ceea ce priveste rezistenta fatd de coroziune. Pe de alta parte,
moleculele Doxy imbundtatesc aceasta proprietate a acoperirii de PLA, servind astfel nu numai
ca substantd activa, ci si ca inhibitor de coroziune. S-a observat o corelatie pozitiva intre
continutul de medicament al acoperirii si rezistenta acestuia fatd de procesele de coroziune.
Aceeasta a fost confirmatd atat de testele PP, cat si de masuratorile de EIS. Grosimea
acoperirilor, de asemenea un parametru important, are un rol crucial in reducerea proceselor de
transfer de sarcina.

17) Eliberarea Doxy din acoperirile pe baza de polimeri a prezentat un comportament de
eliberare controlata in SBF. HA, in cazul acoperirilor, a fost capabil sa formeze legaturi
secundare si atractii electrostatice cu moleculele Doxy, rezultand viteze de eliberare reduse. Cu
alte cuvinte, addugarea de HA la acoperirile de PLA poate creste timpul de eliberare a agentilor
antibacterieni.

18) Difuzia Doxy din aceste acoperiri este un proces complex, care a fost sustinut si de
studiul cineticii de eliberare. Cu toate acestea, In perioada investigata, gradul de relaxare a
lanturilor polimeric a avut un impact minim asupra eliberarii moleculelor de medicament.

19) Continuitatea, claritatea, siposibilitatea de a controla mecanismul de eliberare in timpul
examinat a dovedit stabilitatea acoperirilor.

In ultimul capitol al tezei de doctorat s-a propus investigarea unui purtitor de Doxy de
morfologie noud, si anume a nanofibrelor pe baza de polimeri. Totusi, noutatea cercetarii
prezentate in aceastd parte constd nu numai in sistemele studiate, ci si In inovatia de
monitorizare a eliberarii in vitro a medicamentului, prin metoda de voltametrie puls
diferentiald. Urmatoarele rezultate au fost obtinute in timpul experimentului:

20) Folosind metoda de electrofilare, se poate prepara nanofibre de PLA si PLA cu continut

de HA.
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a) Dupa cum este sustinut de imaginile SEM, utilizarea unui amestec de solventi binari in
timpul prepardrii solutiei de polimer a favorizat formarea fibrelor la scara nano si a rezultat in
dezvoltarea unei morfologii de suprafata usor aspra a fibrelor.

b) Distributia diametrului fibrelor si diametrul mediu al acestora au fost functie a
compozitiei chimice a amestecului initial. Aditivul (HA) a provocat o schimbare in proprietatile
fizice ale amestecului polimeric, ducand la o scadere semnificativa a diametrului fibrelor.

c¢) Conexiunile punctuale create intre fibrele continue au permis formarea de structuri
poroase 3D avantajoase, care s-au dovedit promitdtoare in aplicatii dentare.

21) Caracteristicile de suprafatd si orientarea spatiald a nanofibrelor au permis, prin
procesul de post-electrofilare, legarea eficienta a Doxy. Eficienta de adsorbtie a fost in medie
intre 70-80%, procesul depinzand in principal de concentratia initiala a solutiei de medicament.

22) Monitorizarea in vitro si in situ a eliberarii Doxy din purtatorii cu o astfel de morfologie
si proprietati specifice, a fost realizata printr-o metoda electrochimica.

a) Electrodul GC s-a dovedit a fi potrivit pentru determinarea amprentei electrochimice a
moleculelor de Doxy care contin grupari functionale electrochimic active.

b) In conditii optime, metoda DPV a fost potrivitd pentru monitorizarea in timp real a
eliberarii Doxy in conditii in vitro. Alegerea adecvatd a parametrilor de intrare a asigurat o
sensibilitate suficientd metodei.

23) Eliberarea Doxy din nanofibre a ardtat un comportament similar cu cel observat in
partile anterioare ale tezei, unde s-au discutat LDDS bazate pe purtatori cu diferite morfologii
si calitati de material. A fost demonstrata corelatia negativa intre continutul initial de Doxy al
fibrelor si cantitatea de medicament eliberata.

24) Eliberarea brusca poate fi atribuita difuziei rapide a moleculelor slab legate, in timp ce
obtinerea eliberarii sustinute depindea pe de o parte de prezenta aglomeratelor de molecule de
medicament adsorbate, pe de alta parte de diametrul fibrelor.

25) Cinetica de eliberare a ardtat un comportament conform modelului Korsmeyer-Peppas.
Aceasta cinetica a fost independenta de natura sistemului investigat. Valorile exponentului de
difuzie au reflectat complexitatea sistemelor.

26) Purtatorii cu o morfologie fibroasa, care imitd matricea extracelulard, au fost adecvati
pentru eliberarea sustinutd a medicamentului. Eliberarea sustinutd a fost evidentiatd atat prin
masuratori electrochimice, cat si prin cele spectrofotometrice. Metoda DPV a fost validata

folosind datele obtinute prin investigatiile spectrofotometrice UV-VIS.
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a) Aplicabilitatea metodei DPV pentru masurarea eliberarii de Doxy din nanofibrele pe
baza de PLA a fost confirmata atat prin abordari independente de model, cat si prin abordari
dependente de model. Profilurile de eliberare obtinute au indeplinit criteriul de similitudine.

b) Aceastd metoda simpla, rapida, eficientd si suficient de sensibild s-a dovedit a fi o
procedura analitica alternativa. Absenta prelevarii de proba permite examinarea sistemului fara

ca factorii externi sa influenteze cinetica de eliberare.

Cercetarea prezentatd In teza de doctorat evidentiaza rolul cheie al proprietatilor
materialului purtator in ceea ce priveste eliberarea Doxy. Natura purtdtorului, compozitia
chimica si morfologia adecvatd permit obtinerea eliberarii controlate a medicamentului. Prin
investigarea parametrilor care influenteaza eliberarea, LDDS poate fi usor adaptat la nevoile
terapeutice. Aceste rezultate contribuie la proiectarea si dezvoltarea eficientd a acestor sisteme,

pentru aplicatii in vivo.
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