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Introducere

Una dintre preocuparile actuale ale cercetarilor stiintifice este studiul pasajului
moleculelor active terapeutic cétre straturile profunde ale pielii, prin gasirea unor formulari
farmaceutice bazate pe excipienti biocompatibili, capabili sa solubilizeze substante active

atat hidrofile, cat si hidrofobe, iar in acelasi timp sa asigure o destructurare temporara a

Teza de doctorat are drept subiect central studiul microemulsiilor ca vehicule ideale
pentru transportul unor substante active din spectrul farmacoterapeutic antiacneic si
prezintd rezolvarea unor probleme de solubilitate ale substantei active, cu efectele locale
benefice la nivelul pielii afectate si integrarea acesteia intr-un sistem coloidal de tip

microemulsie.

Ipoteza generala a studiului vizeaza posibilitatea de incorporare a acidului salicilic
in sisteme de transport de tip microemulsii, caracterizate prin claritate si stabilitate
termodinamica, datorita utilizarii unui amestec biocompatibil de stabilizatori cu proprietati

de dispersare a acidului salicilic intr-o faza lipofila vegetala, la nivel nanometric.

Aceasta lucrare propune o cercetare asupra metodelor de formulare si preparare a
microemulsiilor, prin utilizarea acidului salicilic ca substanta activa. Totodata, teza isi
propune sa evidentieze proprietdtile fizice ale microemulsiilor prin realizarea unor studii
experimentale ce vizeaza structura internd a sistemelor, raportata la modul de administrare

topic.

Partea general-teoretica a tezei este structurata in trei capitole, prin realizarea unei
perspective asupra pielii ca structurd functionald pentru cedarea medicamentului si a
microemulsiilor ca sisteme topice ce pot asigura tratamentul antiacneic, in sensul cresterii

calitatii vietii pacientilor cu acnee.

Capitolul 1 evidentiaza pielea ca structura pentru cedarea medicamentului, prin
realizarea unei analize complexe a structurilor anatomice si functionale ce influenteaza
dinamica proceselor de administrare ale unui medicament, dar si modul in care aceste

structuri pot fi influentate de afectiunile dermatologice.
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Capitolul 2 prezinta o serie de particularitati ale acneei vulgaris ca patologie
dermatologica cu un caracter multifactorial si a modului in care acneea influenteaza calitatea
vietii pacientilor. Capitolul se finalizeaza cu o serie de perspective asupra tratamentelor

uzuale si a unor solutii terapeutice naturale abordabile in scopul echilibrarii cutanate.

Capitolul 3 este dedicat prezentarii microemulsiilor ca vehicule moderne de transport
a medicamentelor pentru terapia topica. Pe langa aspectele generale legate de structura
microemulsiilor, se pune accentul pe modul de formulare, alegerea excipientilor si
implicatiile acestor sisteme asupra proceselor de penetrare la nivelul stratului cornos.
Aceasta sectiune realizeaza o deschidere catre studiul experimental al microemulsiilor, prin
prezentarea unor metode de caracterizare in vederea valorificarii microemulsiilor ca sisteme

farmaceutice topice.

Partea destinata contributiilor personale este concentrata in capitolele 4-7. Primele

doua pot fi considerate un preambul al studiilor experimentale prezentate in Capitolele 6 si

7.

Capitolul 4 cuprinde stabilirea ipotezelor si obiectivelor generale ale tezei. Partea de
contributii personale a tezei graviteaza in jurul cercetdrii microemulsiilor ca sisteme
farmaceutice biocompatibile, care pot incorpora acidul salicilic ca substanta activa, in primul
rand printr-o serie de etape preliminare, centrate pe formulare si screening al excipientilor,
urmate de o evidentiere a unor atribute critice de calitate, analizate prin raportare la

administrarea topica si abordarea Quality by Design.

In acord cu nivelul actual al cunoasterii stiintifice si al bunelor practici de laborator,
metodologia prezentata atat in Capitolul 5, cat si in cadrul sectiunilor de studiu experimental
din Capitolul 7, a fost planificata si pusa in practica in cadrul Disciplinei de Chimie-Fizica
si Coloidala a Facultatii de Farmacie, din cadrul Universitdtii de Medicind si Farmacie
“Carol Davila” din Bucuresti pe parcursul a cinci etape distincte: (i) alegerea substantelor
si a excipientilor pentru formularea si prepararea microemulsiilor topice; (ii) obtinerea
sistemelor microemulsionate ulei in apa ca vehicule pentru incorporarea acidului salicilic,
prin aplicarea a doud metode de preparare distincte, si anume metoda titrarii cu faza uleioasa
la temperatura camerei si metoda titrarii cu fazd apoasa la cald, in scopul obtinerii unor
sisteme clare si stabile; (ii1) evaluarea fizica preliminard a microemulsiilor prezentatd in

Capitolul 6; (iv), evaluarea propriu-zisa a microemulsiilor, cu accent pe descoperirea
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structurii interne a acestora si evidentierea unor atribute critice de calitate cu relevantd
ridicatd pentru profilul biofarmaceutic al preparatului topic: vascozitate, dimensiune medie
a picaturilor si lucru de adeziune; (v) analiza si interpretarea datelor obtinute si aplicarea
unui program de design experimental pentru derularea experimentala din cadrul programului

de optimizare selectat.

Elementele de noutate aduse in aceastd teza se regasesc la nivelul procesului de
formulare, ntrucat microemulsiile dorite au fost preparate prin utilizarea unui amestec
biocompatibil de excipienti, si anume: Tween 80, propilenglicol si lecitind, o fazd uleioasa
vegetald, reprezentatd de uleiul de ovaz si uleiul de rodie. Pe de altd parte, solubilizarea
acidului salicilic Tn amestecul stabilizator anterior mentionat si inglobarea acestuia intr-un
mediu lipofil vegetal a determinat formarea unei faze fin dispersate intr-un mediu apos

hialuronat ce poate conferi un efect hidratant suplimentar.

Prin urmare, studiul procesului de dispersie a picaturilor fazei lipofile prezentat in
cadrul Capitolului 7, a fost efectuat prin spectrometrie de corelatie fotonica (lit. Dynamic
Light Scattering, DLS). Acest studiu al proprietatilor dimensionale a constituit al doilea

element de noutate al tezei.

Un alt element inovator consta in realizarea unor studii de evaluare a proprietatilor
superficiale ale microemulsiilor prin determinarea tensiunii superficiale la interfata
lichid/gaz si a unghiului de contact la nivelul unei suprafete solide, cu ajutorul goniometrului
CAM 101. Analizele au fost abordate prin aplicarea a doud modele de studiu, si anume:
modelul picaturii in cadere (Pendant drop), respectiv modelul unghiului de contact (Contact
angle). Determindrile efectuate au permis evidentierea comportamentului sistemelor
microemulsionate fluide la contactul cu o suprafata solida, si a proprietatilor de etalare dupa
evaluarea initiala reologica a proprietatilor de curgere. Punctul final al studiului goniometric

a fost reprezentat de evaluarea lucrului de adeziune al microemulsiilor.

Capitolul 6 reda procesul de dezvoltare si evaluare a unor microemulsii ulei in apa cu
acid salicilic pornind de la un grup de sisteme fara substanta activa, sub forma de vehicule
microemulsionate. Aceste vehicule au fost formulate cu ajutorul unui amestec stabilizator
format din Tween 80, propilenglicol si lecitind, intr-o concentratie totala de 31%. Cele 4
microemulsii au fost preparate tinand cont de variatia lecitinei in patru concentratii distincte:

0,5%, 1%, 1,5% s1 2%.
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Tabelul 1.1 Date de formulare pentru microemulsiile preparate in prima etapa, cu

diferite concentratii de lecitina 1n intervalul 0,5 — 2%, mentinand un nivel constant al
amestecului S1/S2/CoS de 31%

Eormulare Lecitind | Tween 80 PG Ulei Apa HA
(L) (©%) | (ML%) | (ML%) | (ML%)| (mL%) | (%)
MEL 1 0,5 20,5 10 1 67 1
MEL 2 1 20 10 1 67 1
MEL 3 15 19,5 10 1 67 1
MEL 4 2 19 10 1 67 1

Figura 1.1 Microemulsii ulei in apa (MEL 1 — MEL 4) preparate in prima etapa, cu patru
concentratii diferite de lecitind, observate dupa preparare la 25 + 0,5°C

Dintre cele patru sisteme, vehiculul ce contine lecitina 0,5% a fost considerat model
pentru formularea unui grup distinct de sisteme. In acest caz, concentratia de lecitina a fost
mentinuta constanta la 0,5%, iar amestecul de Tween 80/PG a fost variat pe domeniul de
concentratie de 30-60%. In ambele situatii, nivelul de faza uleioasa format din ulei de oviz
st ulei de rodie (1:1) a fost mentinut la 1% si folosit ca mediu de titrare. Amestecul

stabilizator a fost utilizat pentru solubilizarea acidului salicilic 0,5%.

Tabel 1.2 Date de formulare pentru microemulsiile preparate in a doua etapa, cu acid
salicilic 0,5%, folosind lecitina la un nivel constant de 0,5% ca parte din cantitatea totala
de amestec S1/S2/CoS, avand concentratia cuprinsa in intervalul 30,5% — 60,5%.

Formulare Lecitina | Tween 80 PG Ulei Apa HA SA
(L) (%) | (ML%) | (ML%) | (ML%) | (mLo%) | (%) | (%)

MEAS 1 0.5 20 10 1 67 1 0.5

MEAS 2 0.5 25 125 1 59.5 1 0.5

MEAS 3 05 30 15 1 52 1 0.5

MEAS 4 0.5 35 175 1 44.5 1 0.5

MEAS 5 0.5 40 20 1 37 1 0.5
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Figura 1.2 Microemulsii ulei in apa (MEAS 1 — MEAS 5), cu acid salicilic preparate in cea
de-a doua etapa, observate dupa preparare, la 25 + 0,5°C

Calitatea sistemelor dezvoltate s-a analizat prin examen organoleptic, fiind descrise:

aspectul, omogenitatea, culoarea si prezenta unor posibile fenomene de instabilitate.

Capacitatea de microemulsionare a surfactantilor a fost apreciatd prin calcularea
valorilor HLB pentru fiecare sistem in parte, utilizand o formuld adoptata in studiul lui de

Melo Cotrim si colab [1]:

_ HLBween 80 - F1 + HLB ecjting - F2
HLBye= 10-Fog (6.1)

unde F1 reprezinta fractia de Tween 80, F, — fractia de lecitind, Fpc — fractia de

propilenglicol, iar suma F1 + F2 + Fpg = 10.

Pentru cel de-al doilea grup de microemulsii, punctele de stabilitate au fost definite
prin metoda grafici de proiectare a diagramei de fazi pseudoternara. In acest sens, au fost
luate in considerare proportiile a trei componente principale: amestecul S1/S2/CoS, faza
uleioasa, respectiv faza apoasa. Software-ul Triplot 4.1.2. a fost folosit pentru trasarea
punctelor de stabilitate care definesc o zona de microemulsii ulei in apa. In sens mai larg,
metoda grafica este utila pentru screeningul sistemelor nanocoloidale, cu scopul de a evita

zonele de formare a emulsiilor sau domeniile de instabilitate.

Pentru sistemele MEAS 1-MEAS 5, a fost construita diagrama de faza pseudoternara,
fiind expusa in Figura 1.3, impreund cu sectiunea acesteia care este concentrata pe zona de
stabilitate, Tn functie de fiecare concentratie stabilita in proiectarea formularii. Cantitatea de
S1, S2 51 CoS va influenta caracteristicile fizice ale sistemelor, comportamentul curgerii si

stabilitatea lor n timp.
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Figura 1.3 Diagrame de faza pseudoternare pentru microemulsiile proiectate in faza a doua
de formulare (MEAS 1 — MEAS 5)

Analiza indicelui de refractie a demonstrat izotropia acestora, introducand astfel
concepte fundamentale referitoare la coloizi (micro- sau nanocoloizi) si indicii despre
dimensiunea acestora, fapt de interes in studiile viitoare. Gradul de claritate al
microemulsiilor semnifica faptul ca faza lipofila dispersata aleasd sa incorporeze substanta

activa este definita de o dimensiune nanometrica.

Diagrama de faza pentru sistemele MEAS 1 — MEAS 5 a fost realizata prin proiectare
grafica, subliniind influenta factorilor de formulare pentru stabilitatea si relevanta

farmaceutica a microemulsiilor proiectate.

Din punct de vedere reologic, formularile MEAS 1 — MEAS 3 au prezentat un
comportament newtonian, cu variatii ale vascozitatii conditionate de structura lor interna,

respectiv de compozitie.

Studiul a oferit date preliminare importante privind formularea microemulsiilor,
deschizand calea catre o extindere a domeniului experimental si propunand teste de

stabilitate Tnalt specifice in studii prospective.

Capitolul 7 ofera o noua perspectiva, prin continuarea cercetarii microemulsiilor cu
acid salicilic pentru aplicatii dermatologice, evidentiata in Capitolul 6. Studiul preia modelul

de microemulsie MEAS 1, care este analizat cu ajutorul unei noi metode de dezvoltare,
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combinatd cu metode complexe de evaluare si design experimental al microemulsiilor ca

sisteme farmaceutice.

Obiectivul acestui studiu a avut la baza dezvoltarea unor microemulsii cu acid salicilic,
ca sisteme ulei in apa, utilizdnd un amestec biocompatibil format din Tween 80, lecitind din
soia si propilenglicol intr-un domeniu de concentratic mai scazut de 20,1- 40,5 [2].
Amestecul de excipienti, impreuna cu faza uleioasa, reprezentata de uleiul de ovaz (1-2%)
a fost utilizat pentru solubilizarea acidului salicilic (0,5%). Mediul apos imbogatit cu acid

hialuronic (1%) a fost considerat adecvat pentru a sustine un efect hidratant.

Elementele de noutate care definesc acest studiu se bazeaza pe abordarea unui nou
mod de preparare a microemulsiilor ulei Tn apd, largirea domeniului de concentratie a fazei
uleioase si a unor evaluari care sustin studiul structurii interne a microemulsiilor ca sisteme
coloidale, alaturi de o aplicare a principiilor Quality by Design (QbD) pe intreg procesul de

cercetare, pornind de la o matrice factoriala fractionata de tip Box-Behnken [3].

Primul dintre parametrii de optimizat analizati a fost vascozitatea, evidentiata prin
evaluare reologica, in acord cu definirea caracterului newtonian al sistemelor. In continuare,
studiul structurii interne a microemulsiilor a fost realizata prin aplicarea tehnicilor de
spectroscopie de corelatie fotonica si a determinarii potentialului electrocinetic zeta. Tn final,
studiul goniometric a oferit o ampld perspectivd asupra fenomenelor superficiale si a
comportamentului microemulsiilor la contactul cu o suprafata solid, precum si cuantificarea
acestora prin analiza tensiunii superficiale la interfata lichid/gaz, a unghiului de contact,
respectiv a lucrului de adeziune, considerand ecuatiile lui Young si Dupré ca modele

matematice de analizd goniometrica.

Aplicarea principiilor QbD in dezvoltarea microemulsiilor a urmarit optimizarea
compozitiei sistemelor, evidentiind trei atribute critice ale calitdtii s1 anume: vascozitatea,
dimensiunea picaturilor si lucrul de adeziune. Cele trei atribute au fost analizate ca variabile
dependente de concentratia amestecului de Tween 80 si propilenglicol (PG) (2:1),
concentratia lecitinei si concentratia de ulei de ovaz. Aplicarea metodologiei suprafetelor de
raspuns, combinatd cu modele de predictie ale unor puncte de optim a fost considerata o
tehnica valoroasa de analiza pentru a obtine un preparat optim, caracterizat prin vascozitate
crescutd, dimensiune scazuta a particulelor fazei dispersate si un lucru de adeziune redus,

adecvate pentru aplicarea si actiunea topica a sistemelor proiectate si analizate.
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Tabel 1.3 Plan factorial pentru dezvoltarea microemulsiilor cu trei variabile
independente (X1, X2, X3) si trei niveluri de variatie — inferior, mediu, superior — codificate
pentru fiecare factor, care vor insoti variabilele dependente pe parcursul procesului de

optimizare
Factor Variabila Inferior (-1) Mediu (0) Superior (+1)
X1 Tween 80/PG (%) 20 30 40
X2 Lecitina (%) 0,1 0,3 0,5
X3 Ulei de ovaz (%) 1 15 2

Modelarea planului factorial fractionat cu 3 factori si 3 niveluri a fost realizata prin
intermediul software-ului Minitab (versiune Trial, Minitab, LLC, State College, PA, USA)
[4]. Fiecarei variabile independente X1, X2, X3, i-au fost setate 3 niveluri de variatie: ,,—17,

,,0” §1 ”+19a.

Tn Tabelul 1.4, se poate observa planul factorial pentru N = 32 experiente (3 factori cu
3 niveluri de variatie), In care variabilele sunt redate in acord cu modul de codificare expus

anterior. S-au propus 13 variante de formulare codificate MELSA 1-MELSA 13.

Tabel 1.4 Matricea experimentald pentru microemulsiile MELSA 1 — MELSA 13,
dezvoltata prin aplicarea unui model Box-Behnken

Tween 80/PG Lecitina Ulei de oviaz

Formulare | Experiment (%) (%) (%)

X1 X2 X3
MELSA 1 1 -1 -1 0
MELSA 2 2 +1 -1 0
MELSA 3 3 -1 +1 0
MELSA 4 4 +1 +1 0
MELSA 5 5 -1 0 -1
MELSA 6 6 +1 0 -1
MELSA 7 7 -1 0 +1
MELSA 8 8 +1 0 +1
MELSA 9 9 0 -1 -1
MELSA 10 10 0 +1 -1
MELSA 11 11 0 -1 +1
MELSA 12 12 0 +1 +1
MELSA 13 13 0 0 0

Compozitia microemulsiilor cu acid salicilic dezvoltate in acord cu matricea
experimentali fractionatd 3° de tip Box-Behnken, notate MELSA 1 — MELSA 13, este
prezentat in Tabelul 1.5 si corespunde cu formularile finale analizate in etapele urmatoare.
Totodata, au fost redate aspectul — identificat prin claritate si codificat corespunzatore
valorile HLB determinate pentru fiecare sistem.
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Tabel 1.5 Compozitia microemulsiilor ulei 1n apa cu acid salicilic, formulate 1n acord cu
matricea experimentald fractionati de tip 3° Box-Behnken, prezentati in acord cu
parametrul claritate si valorile HLB

Tween 80 s .
Formulare | Claritate F'PG (2:1) I_e((i’l/tl)m‘ t{’f; “HAJSA [ Apa | HLB
(%) ° %) | %) | (%) | we
(X1) (X2) | (X3)
MELSA 1 ++ 20 0,1 1,5 1 0,5 | 76,9 | 14,90
MELSA 2 +++ 40 0,1 1,5 1 0,5 | 56,9 | 14,46
MELSA 3 ++ 20 0,5 15 1 05 | 76,5 | 14,62
MELSA 4 +++ 40 0,5 1,5 1 0,5 | 56,5 | 14,80
MELSA 5 +++ 20 0,3 1 1 05 | 77,2 | 14,75
MELSA 6 +++ 40 0,3 1 1 0,5 | 57,2 | 14,87
MELSA 7 + 20 0,3 2 1 05 | 76,2 | 14,75
MELSA 8 +++ 40 0,3 2 1 0,5 | 56,2 | 14,87
MELSA 9 +++ 30 0,1 1 1 05 | 67,4 | 14,93
MELSA 10 +++ 30 0,5 1 1 0,5 67 | 14,72
MELSA 11 + 30 0,1 2 1 05 | 66,4 | 14,93
MELSA 12 + 30 0,5 2 1 0,5 66 | 14,72
MELSA 13 +++ 30 0,3 15 1 0,5 | 66,7 | 14,85

Nota: Valorile prezentate 1n tabel pentru fiecare componenta sunt exprimate procentual (%) si
au fost calculate pentru 20 mL microemulsie finald; 'PG — propilenglicol; 2HA — acid hialuronic; 3SA

—acid salicilic

In Figura 1.4 sunt prezentate etapele de preparare a microemulsiilor, Incepand de la
prepararea fazei lipofile, solubilizarea acidului salicilic si obtinerea unei microemulsii cu

grad inalt de claritate prin procesul de titrare cu faza apoasa la cald.
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MELSA 1-13

@) dupa o zi

~13
(b) .\;ELSAI 13
upa o lun:i

Figura 1.5 Vizualizarea microemulsiilor MELSA 1 — MELSA 13 dupa o zi de la preparare
— cazul (a), respectiv dupa o luna — cazul (b), la temperatura camerei, 25 + 0,5°C

Selectarea unui nivel maxim de Tween 80/PG de 40%, asociat cu lecitina 0,1%, 0,3%

si 0,5%, a fost favorabil pentru a asigura o dispersie completa a fazei uleioase in domeniul

de concentratii de 1-2%, rezultand sisteme clare.

Au fost efectuate evaluari fizice ale microemulsiilor preparate, prin care s-a analizat
pH-ul, studiul conductivitdtii, determinarea indicelui de refractie, evaluarea reologica,
analiza dimensiunii picdturilor, cat si analiza goniometrica a microemulsiilor ulei in apa cu

acid salicilic. In continuare, sunt prezentate cateva exemple ale acestor determinari.
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Tn Figura 1.7 se poate observa parcursul experimental al DLS pentru sistemul MELSA
8, Incepand de la actiunea laserului asupra probei, urmat de achizitia datelor si determinarea
dimensiunii picaturii, in acord cu modelul Cumulantului, exprimat ca intensitate (a.u.) in

functie de diametru (nm).

A =638 nm, unghide 170°, 25 £ 0,5°C

1. Aplicare model Rayleigh
2. Putere laser 90%

wmm | 4. Fitare functie de corelatie cu

Studiu de tip Dynamic Light Scattering pentru
microemulsia optimizata MELSA 8, utilizand accesoriul

de analiza in situ

3. Obtinere functie autocorelatie

modelul Cumulantului
Estimare coeficient de
difuzie si aplicarea ecualiei
Stokes-Einstein

5.

=
H

Intensitate (a.u.)

TTITEY
100 1000 10.000

Diametru (nm)

Reprezentarea modelului Cumulant
pentru diametrul hidrodinamic mediun
(nm) al picaturilor, reprezentat in
functie de intensitate (a.u.) pentru

MELSA 8

(Dg=2,17 nm)

Figura 1.7 Reprezentarea metodei DLS pentru microemulsia MELSA 8, utilizand
accesoriul de analiza in situ al aparatului VascoKin in cinci etape succesive, pentru

obtinerea unui raspuns, in acord cu algoritmul Cumulant

In Tabelul 1.7 sunt prezentate datele cumulate specifice determindrilor DLS si

potentialului electrocinetic zeta pentru sistemele MELSA 1 — MELSA 13, la 25 + 0,5°C.

Tabel 1.7 Prezentare cumulata a rezultatelor obtinute in urma analizei dimensiunii

picaturilor si a determinarii potentialului electrocinetic zeta prin raportare la cei trei factori
de formulare, pentru microemulsiile MELSA 1 — MELSA 13, la 25 + 0,5°C

Tween . . . .
Lecitina | Ulei Diametru Potential zeta

Formulare 8(()({/!:)6 (%) (%) (nm) PDI (mv)

MELSA 1 20 0,1 15 11,35+ 1,05 0,268 +0,011 | —1,98+0,02
MELSA 2 40 0,1 15 3,32+1,85 0,091 £0,010 | —2,78 £0,05
MELSA 3 20 0,5 15 21,88 +1,25 0,039 +0,017 | —3,78+£0,05
MELSA 4 40 0,5 15 5,88+1,16 0,070+ 0,010 | —2.14+0,05
MELSA 5 20 0,3 1 3,43+1,73 0,297 +0,075 | —3,83+0,01
MELSA 6 40 0,3 1 1,58 + 0,20 0,119+0,023 | 3,16+ 0,06
MELSA 7 20 0,3 2 37,72+ 4,55 0,250+ 0,025 | —2.80+0,02
MELSA 8 40 0,3 2 2,17+ 154 0,352 +0,027 | —1,72+0,03
MELSA 9 30 0,1 1 5,14 £ 2,15 0,134+0,018 | —1,43+0,03
MELSA 10 30 0,5 1 5,30 + 2,53 0,218 +0,037 | —2.,33+0,05
MELSA 11 30 0,1 2 6,45 + 2,55 0,202 +0,011 | —2.,38+0,03
MELSA 12 30 0,5 2 26,02 + 3,78 0,557 +£0,038 | —1,38+0,05
MELSA 13 30 0,3 15 411+1,65 0,240+ 0,021 | —2.38+0,02
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Descoperirea proprietétilor superficiale ale microemulsiilor a fost bazata pe masurarea
energiei superficiale libere si a unghiului de contact, utilizand goniometrul CAM-101,
echipat cu o seringd Hamilton prevazutd cu un ac C209-30 si o camera digitalda (KSV

Instruments, Espoo, Finlanda), dupa cum s-a raportat in studii anterioare [5,6].

Tn Figura 1.8, se pot vizualiza imaginile captate prin intermediul camerei digitale a
aparatului CAM-101, pentru fiecare picatura a probelor MELSA 1 — MELSA 13, eliberate

din seringa Hamilton si supuse masuratorilor.

8484884
XYXXXX.

Figura 1.8 Imagini captate pentru picaturile de microemulsii, codificate (1 —
13), evaluate prin modelul pendant drop, pentru masurarea y.g, la 25 + 0,5°C

Tn Figura 1.9 sunt prezentate capturi pentru fiecare proba de microemulsie (notate 1—
13) si studiate prin aplicarea modelului contact angle (CA). Comportamentul acestora poate
fi observat luand Tn considerare udabilitatea si adeziunea picaturilor la contactul cu o

suprafata solida.

Figura 1.9 Imagini captate ale probelor de microemulsii (1-13), aplicate pe lame de
sticld, In timpul studiului de evaluare a y.c si a unghiului de contact, la 25 + 0,5°C

Pagina 17



Procesul de optimizare a compozitiei formularilor, din punctul de vedere al
atributelor critice de calitate s-a bazat pe dezvoltarea unui plan factorial fractionat de tip 33,
caracterizat prin 13 experimente proiectate prin intermediul software-ului Minitab. Analiza
raspunsurilor si anume Y1: vascozitate (cP), Y2: dimensiunea medie a picaturilor (MPS) —
Ds (nm), si Y3: lucrul de adeziune — W (mN/m), in functie de factorii de formulare definiti
ca Xi: Tween 80/PG (%), Xz: lecitind (%), si Xa: ulei de ovaz (%), a fost efectuata prin
aplicarea metodologiei suprafetelor de raspuns (RSM).

Au fost efectuate optimizari ale celor trei variabile dependente: véascozitatea (Y1),
dimensiunea medie a picaturilor (Y2) si lucrul de adeziune (Y3), in functie de variabilele
independente (X1-X3), fiind detaliat mai jos exemplul optimizarii parametrului vascozitate

(Y1) in functie de factorii X1: Tween 80/PG (%) si Xo: Lecitina (%).

’d
0.5 Vascozitate (cP)
< 80,0
50,0 - 100,0
100.0 - 150,0
150,0 - 200,0
2000,0 - 250,00
- - 250,0
2 03
2
2
0.1 |
20 30 40
Tween 80/PG (%0)
.

Figura 1.10 Grafic de contur pentru parametrul vascozitate (Y1) in functie
de factorii X1: Tween 80/PG (%) si X2: Lecitina (%)

300
240
Vascozitate (cP) 180
120
60
0 40
0.5 - 30
03 - Tween 80/PG (°
0.1 20 ween 80/PG (%)
Lecitina (%)

Figura 1.11 Suprafata de raspuns in gradient pentru vascozitate (Y1)

in functie de concentratia de Tween 80/PG si cea de lecitina

Pagina 18



Vascozitate (cP)

40

Lecitina (%)
Tween 80/PG (%)

Figura 1.12 Diagrama in relief pentru vascozitate (Y1) in functie de

concentratia de Tween 80/PG si cea de lecitina

Solutia obtinuta Tn urma analizei a indicat un sistem model cu urmatoarea compozitie:
Tween 80/PG (X1): 40%, lecitina (X2): 0,1% si ulei de ovaz (X3): 2%. Vascozitatea prezisa
a fost de 263,83 cP, cu o valoare a coeficientului pentru raspunsul dorit de 0,8953. Rezultatul
acestei analizei poate fi coroborat cu datele obtinute in parcursul experimental, prin
evidentierea a doud sisteme caracteristice cu vascozitdti in jurul valorii prezise si anume:
MELSA 6 cu vascozitate de 287,77 cP si MELSA 8 cu o valoare a vVascozitatii de 217,73 cP.
Prin luarea in considerare a limitarii propuse, raportata la maximizarea concentratiei de ulei

de ovaz la 2%, se poate deduce faptul ca MELSA 8 este eligibila pentru a fi sistem optim.

Pagina 19



CONCLUZII

Teza de doctorat intitulatd “Proiectarea si evaluarea unor microemulsii ca sisteme
coloidale moderne utile in tratamentul antiacneic” a urmarit si atins toate obiectivele
propuse: alegerea substantei active si a excipientilor pentru obtinerea unor microemulsii ulei
in apa, obtinerea microemulsiilor ulei in apd ca vehicule pentru incorporarea acidului
salicilic prin aplicarea metodei de titrare cu faza uleioasa la temperatura camerei (selectata
pentru primul studiu), respectiv a metodei de titrare cu faza apoasa la cald (selectata in cel
de-al doilea studiu); evaluarea fizica preliminara a microemulsiilor, in acord cu datele
prezentate in primul studiu din Capitolul 6; evaluarea fizica a microemulsiilor in scopul
descoperirii structurii interne si evidentierea atributelor critice de calitate relevante pentru
profilul biofarmaceutic al preparatelor topice, in acord cu rezultatele studiului prezentat in
Capitolul 7; analiza si interpretarea datelor obtinute prin aplicarea unui design experimental;
descoperirea sistemelor model, optime, care indeplinesc o serie de atribute critice de calitate,

adecvate microemulsiilor topice.

Astfel, in primul studiu experimental se evidentiaza un procedeu de dezvoltare si

evaluare a unor microemulsii ulei in apa cu acid salicilic, pornind de la un grup de
vehicule blank microemulsionate. Vehiculele s-au formulat prin utilizarea un amestec
stabilizator, format din Tween 80, propilenglicol si lecitind, in concentratie totala de 31%.
Tn acest grup, s-au selectat patru concentratii de lecitina, astfel: 0,5%, 1%, 1,5% si 2%. Un
singur vehicul, formulat cu lecitina 0,5% a fost considerat un model pentru dezvoltarea unui
grup diferit de microemulsii, caracterizat printr-o variatie a Tween 80/PG in domeniul 30—
60%.

Pentru aceste tipuri de microemulsii, nivelul de faza uleioasa format din ulei de ovaz
si ulei de rodie (1:1) a fost setat la 1%. Tn cel de-al doilea grup, amestecul stabilizator a fost

utilizat pentru solubilizarea acidului salicilic 0,5%.

Evaluarile fizice preliminare care au vizat studiul pH-ului, al conductivitatii si al
indicelui de refractie au fost utile pentru o caracterizare preliminara a sistemelor si o definire
a unor elemente de calitate ale preparatelor. Astfel, pH-ul a fost potrivit pentru formularile
topice si a fost situat Intre 4,26 si 4,37 in cazul primului grup de microemulsii (MEL 1 —
MEL 4), respectiv intre 3,57 si 4,13 in cazul celui de-al doilea grup (MEAS 1 — MEAS 5).

S-a apreciat totodatd ca un pH redus poate fi favorabil pentru un preparat antiacneic.
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Tn continuare, conductivitatea a prezentat valori nalte, dependente de compozitie, doar
pentru cel de-al doilea grup de sisteme, prin care s-a confirmat tipul microemulsiilor ulei in
apa. Totodata, studiul indicelui de refractie a demonstrat izotropia sistemelor preparate. Tn
cel de-al doilea grup, s-a observat o crestere proportionala a indicelui de refractie, odata cu

marirea concentratiei de Tween 80/PG catre 60%, de la 1,3749 la 1,4081.

Diagrama de faza pseudoternara a fost proiectata pentru sistemele preparate in cea
de-a doua etapd si s-a evidentiat influenta factorilor de formulare pentru stabilitatea si

relevanta farmaceutica a microemulsiilor dezvoltate.

Studiul a culminat cu evidentierea profilelor reologice pentru trei microemulsii
reprezentative ce apartin celui de-al doilea grup. Variatia vascozitatii intre 31,5 — 1317,3 cP
a fost specificd unor microemulsii fluide, cu o curgere de tip newtonian. Totodata, s-a
conchis faptul cad vascozitatea celor trei sisteme este dependentd de concentratia de Tween

80/PG.

Acest studiu preliminar a oferit o serie de date privind formularea microemulsiilor si
in acelasi timp o deschidere catre descoperirea particularititilor microemulsiilor ca

nanocoloizi topici prin abordarea unor tehnici experimentale complexe.

Tn cadrul celui de-al doilea studiu, procesul de dezvoltare a microemulsiilor a fost pus

intr-o noud lumina, printr-o abordare diferita si a fost indreptat catre aplicarea principiilor
Quality by Design. A fost preluat un sistem model descoperit in studiul anterior si formulat
cu un amestec de Tween 80/PG (2:1) 30%, lecitina 0,5%, un amestect de ulei de ovaz si

ulei de rodie (1:1) 1%, acid salicilic 0,5%, acid hialuronic 1% si apa 67%.

Procedeul de dezvoltare a microemulsiilor a fost realizat prin aplicarea conceptelor
Quality by Design si modelarea unui plan factorial fractionat cu trei factori si trei niveluri
(3%), de tip Box-Behnken. Asadar, au fost definite 13 formulari de tip microemulsii ulei in
apd, prin aplicarea metodei de titrare cu fazd apoasa la cald. Cele 13 experiente definite prin
matricea experimentald 3% au avut la bazi variatia a trei variabile independente (factori de
formulare), pe trei niveluri de minim, mediu si de maxim, notate —1, 0 si +1, si codificate
X1: Tween 80/PG (20-40%), X2: Lecitina (0,1-0,5%), Xs: Ulei de oviz (1-2%). Sistemele
proiectate, echivalente celor 13 experiente, denumite MELSA 1 — MELSA 13 au fost
analizate din punct de vedere fizic, cu o atentie deosebitd asupra a trei atribute critice de

calitate, codificate ca Y1: vascozitate (cP), Y2: dimensiune medie a picaturilor (nm) si Y3:

lucru de adeziune (mN/m). Pe baza acestui model s-a realizat un proces amplu de optimizare
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prin aplicarea metodologiei suprafetelor de raspuns (RSM). Claritatea a fost considerata un

criteriu de excludere pentru sistemele opalescente sau cu o claritate redusa.

In ceea ce priveste parametrii fizici preliminari, pH-ul plasat intre 3,49 si 3,71 a fost
considerat potrivit pentru un preparat antiacneic care poate fi implicat in restabilirea pH-ului
cutanat afectat de patologia acneica. Studiul conductivitatii a confirmat tipul microemulsiilor
ulei in apd, In timp de indicele de refractie a fost caracteristic unor sisteme izotrope si a fost

influentat semnificativ de prezenta Tween 80/PG.

Tn urma analizei reologice, vascozitatea a variat intre 16,94 — 292,69 cP, iar profilele
de curgere ale microemulsiilor au fost specifice unor sisteme newtoniene. Sistemele au fost
descrise ca fluide cu o curgere rapida si valori mici ale vascozitatii (16,94-51,23 cP), atunci
cand Tween 80/PG a fost selectat la un nivel minim si mediu, in timp ce microemulsii mai
vascoase (188,17-292,69 cP), au fost formate la utilizarea unei concentratii maxime de
Tween 80/PG (X1). X1 a fost astfel singurul parametru care a influentat raspunsul
vascozitate, dupa cum s-a observat in graficele de contur si suprafetele de raspuns ale Y1 in
functie de X1 si X2. Cele doua variabile X2 si X3 nu au prezentat o influenta semnificativa

asupra Y.

Tn urma analizei predictive, s-a evidentiat un sistem model cu o vascozitate de 263,83
cP, ceea ce a determinat alegerea a doud sisteme optime, MELSA 6 (Y1: 287,77 cP) si
MELSA 8 (Y1: 217,73 cP). Prin urmarirea claritatii ca un criteriu de excludere, MELSA 8 a
fost considerat un model de microemulsie cu vascozitate inalta, potrivitd pentru aplicare
topica.

Pentru a completa profilul de calitate al microemulsiilor, ca element de noutate,
analiza DLS a oferit informatii asupra structurii interne a microemulsiilor, prin observarea
profilelor intensitatii (a.u.) in functie de diametrul picaturilor (nm), in acord cu modelul

Cumulantului, specifice unor picaturi cu diametru mediu sub 100 nm.

Prezenta unei cantitati minime de faza uleioasa a determinat obtinerea unor picaturi
foarte fin dispersate cu o variatie a diametrului hidrodinamic intre 1,58-37,72 nm.
Dimensiunea medie a picaturilor a fost influentata semnificativ de prezenta uleiului de ovaz
(X3) si a Tween 80/PG (X1). Cei doi factori au actionat in mod opus asupra generarii
microemulsiilor ulei in apa: X1 a determinat o reducere a dimensiunii medii a particulelor
catre valoarea minima, iar X3 a influentat cresterea dimensiunii particulelor cétre valoarea

maxima.
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In procesul de optimizare, analiza predictivd a fost condusi in scopul obtinerii unui
model de microemulsie cu dimensiunea medie a picaturilor sub 10 nm, proiectata cu un nivel
maxim al factorului Xs de 2%. Acest criteriu a fost indeplinit de catre doua sisteme MELSA
8 (Y2:2,17 nm) si MELSA 11 (Y2: 6,45 nm). Prin aplicarea criteriului de excludere, MELSA

8 a fost considerat din nou un sistem model.

Analiza DLS a fost insotita de masurarea indicelui de polidispersie (PDI) si
caracterizarea microemulsiilor din punct de vedere al potentialului electrocinetic zeta.
Valorile PDI au variat intre 0,039-0,557 si au definit doua grupuri de sisteme: monodisperse,
cu valori intre 0,039-0,119 si un grup de sisteme polidisperse cu valori PDI care au atins
valoarea maxima de 0,557. In acest caz, s-a sugerat necesitatea unor studii suplimentare care
sa stabileasca o legatura a PDI cu compozitia microemulsiilor prin aplicarea unor modele de

analiza mai elaborate.

Pe de alta parte, potentialul zeta a fost gasit cu valori negative, in apropierea valorii 0
ce au fost justificate de prezenta unor surfactanti neionici. S-a propus ca procesul de
stabilizare a microemulsiilor poate fi realizat prin alte tipuri de forte de repulsie, diferite de

cele electrostatice, cum ar fi repulsiile sterice.

In final, studiul proprietatilor superficiale ale microemulsiilor topice ulei in apa s-a
realizat cu ajutorul goniometrului CAM 101. Aceasta etapa a adus in prim plan elemente
de noutate in domeniul cunoasterii comportamentului intern al microemulsiilor in raport cu

suprafete de etalare solide, cu relevanta deosebita in studiul coloizilor.

Tntrucat studiul goniometric este timid abordat in cazul microemulsiilor, aceasti

propunere de analiza sustine intr-o maniera originald descoperirea proprietatilor superficiale,

definite prin testarea tensiunii superficiale la interfata lichid gaz (yLG) si a unghiului de
contact (CA), prin aplicarea celor doua modele de analiza goniometrica in acord cu ecuatia

Young: modelul pendant drop si modelul contact angle.

Parametrii YLG si CA au fost considerati doi factori relevanti pentru studiul lucrului
de adeziune ca un al treilea raspuns Y3, implicat in definirea microemulsiilor topice. Tn
modelul pendant drop, YLG a variat intre 32,57-37,36 mN/m, cu valori specifice ale unor
sisteme stabile cu tensiuni superficiale reduse, favorizate de prezenta amestecului
stabilizator Tween 80/PG, ceea ce presupune in continuare si prezenta unor tensiuni

interfaciale foarte scazute la interfata ulei/apa.
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Pe de alta parte, in acord cu modelul CA, YLG a fost studiatd ca parametru implicat in
procesul de adeziune. S-a observat ca factorul Xi a avut o influentad semnificativa in
generarea unor unghiuri de contact intre 40,74-57,91°, sub 90°, ce a definit o buna

udabilitate la nivelul suprafetei solide.

La finalul acestui studiu, s-a apreciat implicarea uleiul de ovaz pentru solubilizarea
substantei active si favorizarea unor procese de adeziune puternice care pot fi analizate prin
studiul proprietdtilor superficiale. Studiul proprietatilor de adeziune a realizat o conexiune
intre parametrii superficiali si intre parametrii fizici selectati ca atribute critice de calitate,

prin evidentierea relevantei acestora pentru administrarea topica.

Tn concluzie, sistemul MELSA 8 a fost apropiat de sistemele optime generate n
urma analizelor predictive, si a indeplinit atributele critice de calitate cercetate.
Sistemul a fost formulat cu Tween 80/PG 40%, lecitina 0,3%, ulei de ovaz 2%, acid
salicilic 0,5%, acid hialuronic 1% si apa 56,2%. Acest tip de microemulsie a fost
considerat un sistem interesant de urmarit, cu potential de dezvoltare ca preparat pentru

cedarea topica a unei substante active din sfera dermatologica, precum acidul salicilic.

Acest tip de microemulsie poate fi in continuare adaptata in sensul integrarii atat a
unor substante active hidrofile, cat si lipofile, cu respect si atentie asupra potentialului
solubilizant al componentelor. Studiul acestora este cu atat mai provocator, cu cat cercetarea
avanseaza cdtre utilizarea tehnicii de microemulsionare pentru obtinerea unor sisteme de tip

nanoparticule cu potential in sfera dermatologica.

Prin subiectul de studiu abordat §i rezultatele obtinute in urma parcursului
experimental, teza de doctorat “Proiectarea si evaluarea unor microemulsii ca sisteme
coloidale moderne de transport i eliberare a substantelor medicamentoase in tratamentul
antiacneic” ofera o perspectiva originald asupra studiului microemulsiilor ca sisteme

nanocoloidale biocompatibile pentru administrarea topica a medicamentelor antiacneice.
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Finalizarea prezentei teze de doctorat a fost sustinutd de catre Universitatea de
Medicina si Farmacie “Carol Davila” din Bucuresti, prin proiectul Sustinerea excelensei CDI
“Carol Davila™ din Bucuresti pentru atingerea Statutului de Lider Regional European
(contract numar PFE_33/2021), finantat de Ministerul Cercetarii, Inovarii si Digitalizarii
prin Programul 1 — Dezvoltarea sistemului national de cercetare-dezvoltare, Subprogramul
1.2 — Performanta institutionala - Proiecte de dezvoltare institutionala - Proiecte de finantare

a excelentei in CDI.

Bibliografie selectiva

1.  de Melo Cotrim AC, Honorio-Franca AC, Luzia Franca E. Rheology analysis can be
added in thermal stability test for design microemulsion materials. Biointerface
Research in Applied Chemistry. 2016;6(2).

2. Anicescu MC, Dinu-Pirvu CE, Ghica MV, Talianu MT, Popa L. Preliminary study
regarding the formulation and physical evaluation of some biocompatible, oil in water
microemulsions with salicylic acid for dermatologic use. Farmacia. 2021; 69:434-45.

3. Anicescu MC, Dinu-Pirvu CE, Talianu MT, Ghica MV, Anuta V, Prisada RM, et al.
Insights from a Box—Behnken Optimization Study of Microemulsions with Salicylic
Acid for Acne Therapy. Pharmaceutics. 2022;14(1):174.

4.  https://'www.minitab.com/en-us/products/minitab/free-trial/.

5. Anicescu MC, Dinu-Pirvu CE, Ghica M v, Anuta V, Prisada RM, Talianu MT, et al.
Preliminary analysis of emulsion-based formulations containing pumpkin seed oil and
hemp seed oil for internal use. In: Proceedings of the 8th International Conference of
Advanced Materials and Systems. Certex Publishing Bucharest, Romania; 2020. p.
115-20.

6. Irimia T, Musat GC, Prisada RM, Ghica MV, Dinu-Pirvu CE, Anuta V, et al.
Contributions on formulation and preliminary evaluation of ocular colloidal systems
of chitosan and poloxamer 407 with bupivacaine hydrochloride. Farmacia. 2019;
67:702-8.

Pagina 25



Diseminarea rezultatelor de cercetare

Rezultatele prezentate in cadrul acestei teze de doctorat s-au materializat in 2 articole
publicate in reviste internationale cotate ISI, 1 articol publicat in volumele Proceedings ale
unor manifestari stiintifice indexate ISI si 1 articol publicat in volumele Proceedings ale unor
manifestari stiintifice indexate BDI. O parte din datele cumulate Tn decursul anilor de studiu
doctoral au fost prezentate la manifestarii stiintifice nationale, care vor fi prezentate in

continuare.

Lucrari publicate pe tema tezei de doctorat

M.C. Anicescu, C.E. Dinu-Pirvu, M.T. Talianu, M.V. Ghica, V. Anuta, R.M. Prisada,
A.C. Nicoara, L. Popa, Insights from a Box—Behnken optimization study of microemulsions
with salicylic acid for acne therapy, Pharmaceutics, 2022, 14(1), 174,
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14010174, ISSN 1999-4923, FlI - 6,321/2020,
https://www.mdpi.com/1999-4923/14/1/174

C.M. Anicescu, C.E. Dinu-Pirvu, M.V. Ghica*, M.T. Talianu, L. Popa, Preliminary
study regarding the formulation and physical evaluation of some biocompatible, oil in water
microemulsions with salicylic acid for dermatologic use, Farmacia, 2021, 69(3), 434-445,
https://doi.org/10.31925/farmacia.2021.3.6, ISSN 0014-8237, FI - 1,433/2020.
https://farmaciajournal.com/wp-content/uploads/art-06-Anicescu_Ghica_Popa_434-
445 pdf

M.T. Talianu, L. Popa, M.V. Ghica, C.E. Dinu-Pirvu, C. Anicescu, Design,
formulation and evaluation studies of dermatocosmetic microemulsions based on oat oil,
pomegranate oil and hyaluronic acid, Proceedings of The Romanian National Congress of
Pharmacy, 17th Edition, Bucharest, Romania, 26-29 septembrie 2018, p. 218-222, ISBN
978-88-85813-28-1.http://apps.webofknowledge.com.ezproxy.medgrid.eu/ Diploma de
excelentd — Premiul pentru prezentare, Sectiunea Tehnologie Farmaceutica.

M.C. Anicescu, C.E. Dinu-Pirvu, M.V. Ghica, V. Anuta, R.M. Prisada, M.T. Talianu,
L. Popa, Preliminary analysis of emulsion based formulations containing pumpkin seed oil
and hemp seed oil for internal use, Proceedings of the 8" International Conference on
Advanced Materials and Systems (ICAMS), Bucuresti, 1-3 octombrie 2020, p. 115-120,
https://doi.org/10.24264/icams-2020.11.1, ISSN 2068-0783.

http://icams.ro/icamsresurse/2020/files/lucrari/ll_biomaterials_biotechnologies_01.pdf

Pagina 26


https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14010174
https://www.mdpi.com/1999-4923/14/1/174
https://doi.org/10.31925/farmacia.2021.3.6
https://farmaciajournal.com/wp-content/uploads/art-06-Anicescu_Ghica_Popa_434-445.pdf
https://farmaciajournal.com/wp-content/uploads/art-06-Anicescu_Ghica_Popa_434-445.pdf
http://apps.webofknowledge.com.ezproxy.medgrid.eu/
https://doi.org/10.24264/icams-2020.II.1
http://icams.ro/icamsresurse/2020/files/lucrari/II_biomaterials_biotechnologies_01.pdf

Lucrari prezentate la manifestarile stiintifice nationale

M.C. Anicescu, L. Popa, M.V. Ghica, C.E. Dinu-Pirvu, M.T. Talianu, Design and
evaluation of lecithin/Tween 80 O/W microemulsions for a topical anti-acne drug delivery
system: insights from a preliminary study, lucrare poster (ID 145) prezentata la Congresul
Universitatii de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila”, editia a 7-a, Bucuresti, 10-12
octombrie 2019, volum de rezumate: Supliment Maedica - a Journal of Clinical Medicine,
2019, Vol.14, p. 34, ISSN 2501-6903.https://www.congresumf.ro/editia-2019/

Pagina 27


https://www.congresumf.ro/editia-2019/

	Cuprins
	Introducere

