Raport stiintific

privind testarea biocompatibilitatii in vitro $i in vivo, cdt si activitatea anticanceroasd pe
celule HelLa a sistemelor de eliberare pe baza de chitosan, piridoxal 5-fosfat si

5-fluorouracil

A treia etapa a proiectului “Hidrogeluri injectabile pe baza de chitosan utilizate ca
matrici biocompatibile si biodegradabile pentru formulari cu 5-fluorouracil cu aplicare locala
anticancer (BioDrugSyst)”, a prevazut sinteza si testarea in vitro si in vivo a unor sisteme de
eliberare pe baza de chitosan, piridoxal 5-fosfat si 5-fluorouracil, prin realizarea a 2
obiective ce contin 2 activitati, respectiv 1, conform anexei II din contractul de finantare.

In conformitate cu planul de activitati, sistemele de eliberare obtinute in etapa a doua a
acestui proiect au fost testate In vederea evaludrii biocompatibilitatii in vitro pe celule
fibroblaste dermice umane normale, variind 3 factori in etapa de obtinere a formularilor. Primul
factor a fost cel al cantitatii de apa din hidrogelurile testate, astfel au fost alese 4 sisteme ce
contin acelasi raport molar intre chitosan si aldehida, dar si aceeasi cantitate de medicament,
insa cu volume diferite de apa.

In urma testdrii, a fost observat faptul ci viabilitatea celulard este nesemnificativ
influentata de cantitatea de apa din hidrogel, cea mai mare viabilitate fiind 82.61+2.66 %, iar
cea mai mica 78.33+0.75 %. Se poate observa ca diferenta dintre procentele de viabilitate
celulard relativa este foarte micd, neputand astfel sa spunem ca volumul de apa din formularile
finale influenteaza biocompatibilitatea acestora pe celulele NHDF.
formularilor a fost influenta raportului molar dintre chitosan si aldehida. Astfel, au fost alese 3
rapoarte diferite, pastrand constant volumul de apd din hidrogel, cat si cantitatea de
medicament. A fost observat faptul ca odata cu cresterea raportului molar dintre chitosan si
aldehida, viabilitatea celulara scade. De asemenea, putem concluziona faptul ca medicamentul
influenteaza procentul de viabilitate celulara a formularilor, deoarece in toate cele 3 cazuri
viabilitatea celulara a formuldrilor este mai mica decat a matricelor folosite ca martor, in schimb
viabilitatea celulara este peste 80% 1in toate cazurile prezentate, concluzioniand astfel ca
formularile prezinta o buna biocompatibilitate in vitro.

Cel de-al treilea factor investigat a fost cantitatea de medicament din formulari. In acest
caz, au fost testate 5 formulari ce contin 2, respectiv 3 cantitati diferite de medicament n
matrice. in urma acestor testdri, am putut observa faptul ci o datd cu cresterea cantitatii de

medicament din formuliri, scade procentul de viabilitate celulard, asa cum era de asteptat. In



schimb, nu putem vorbi despre o citotoxicitate a hidrogelurilor, deoarece viabilitatea celulara
este >70% in toate cazurile. Astfel, putem spune ca toate formularile testate sunt biocompatibile
cu celulele NHDF.

Cea de-a doua activitate a acestei etape a fost cea de testare a citotoxicitatii formularilor
pe celule canceroase HelL a. La fel ca in cazul testarilor pe celule normale, testarea citotoxicitatii
pe celule HeLa a fost realizata urmarind influenta celor 3 factori care au fost variati la obtinerea
sistemelor de eliberare.

Variind primul factor, cantitatea de apd din formularea finald, putem observa cé o data cu
cresterea cantitatii de apa, viabilitatea celulara creste, fapt ce ar putea fi pus pe seama faptului
ca hidrogelul se strange in contact cu mediul de testare, conducand la o eliberare mai lenta a
medicamentului.

Tn cel de-al doilea caz, variatia raportului molar dintre chitosan si aldehida nu influenteaza
viabilitatea celulara a celulelor HeLa, avand valori procentuale in jur de 70.

Tn ultimul caz, am observat faptul ca variind cantitatea de medicament, viabilitatea
celulara scade o dati cu cresterea cantititii de medicament. Insa, incapsularea medicamentului
nu conduce la rezultate mult imbunatatite fatd de medicamentul martor, la cantitatile testate.

In urma testarii viabilitatii celulare a celulelor HeLa in contact cu formularile si cu
martorii aferenti, putem concluziona faptul ca nu au fost observate variatii majore ale viabilitatii
la concentratiile testate.

Cea de-a treia activitate a constat in testarea formularilor in vivo pe soareci in vederea
determinarii biocompatibilitatii si a biodegradabilitatii. Astfel, au fost testate 4 sisteme de
eliberare pentru care au fost obtinute cele mai bune rezultate la caracterizarea prezentata in
etapa 2 si In paragrafele de mai sus.

Incubarea suspensiei de celule rosii sanguine cu formuldrilor testate a produs un grad
redus de hemoliza, dar fard importanta din punct de vedere statistic fatd de martorul negativ,
ceea ce semnifica faptul ca acestea prezinta o buna biocompatibilitate in vitro.

Nu au fost identificate modificari evidente ale numarului de GR, ale valorilor Hb si Ht,
la animalele care au primit formuldrile testate, fata de animalele care au primit, la 24 ore si nici
la 7 zile ale experimentului.

Valorile procentuale ale elementelor componente ale formulei leucocitare (PMN, Ly, E,
M, B) obtinute la analiza sangelui recoltat de la animalele la care s-au administrat hidrogelurile
studiate sunt la niveluri comparabile cu cele de la animalele cu apa distilata, la 24 de ore sila 7

zile.



Investigatiile de laborator nu au relevat diferente notabile ale nivelurilor ALT, AST si
LDH in sange la animalele care au primit formularile testate, comparativ cu animalele martor,
la cele doua momente ale determinarii.

Administrarea pe cale oralda a formularilor studiate nu a fost insotita de variatii
considerabile ale valorilor plasmatice ale ureei si creatininei fatd de lotul cu apa distilata, la nici
unul din cele doua momente de timp la care s-au facut testarile.

Nu s-au pus in evidenta diferente substantiale referitoare la activitatea complementului
seric si la capacitatea de fagocitozda a PMN din sangele periferic intre animalele tratate cu
formulari si animalele ce au primit apa distilata, nici dupa 24 de ore, nici dupa 7 zile de la
administrare.

Formularile au demonstrat o buna biocompatibilitate pe sobolani, fapt confirmat de lipsa
hemolizei in vitro, precum si de absenta modificarilor hematologice, a variatiei activitatii
transaminazelor hepatice, a lactat dehidrogenazei, a ureei si creatininei, dar si a unor parametri

al apararii imunitare comparativ cu lotul martor la 24 de ore si la 7 zile.

Tn concluzie, 13 de sisteme de eliberare pe bazi de chitosan, piridoxal 5-fosfat si 5-
fluorouracil au fost obtinute si evaluate atat din punct de vedere al biocompatibilitdtii in
vitro, cdt si al activititii anticanceroase in vitro. De asemenea, a fost evaluatd
bicompatibilitatea in vivo pe soareci pentru 4 sisteme de eliberare. Formulirile au ardtat o
bund biocompatibilitate atat in vitro, cat si in vive. Asa cum se poate observa prin compararea
rezultatelor cu planul de realizare propus, gradul de realizare al obiectivelor propuse in etapa
I11 este de 100%.

Tot in aceasti etapd, datele obtinute in cadrul proiectului privind obtinerea de
hidrogeluri pe baza de chitosan si piridoxal-5-fosfat, caracterizate din punct de vedere al
stabilitatii si a proprietdtilor reologice, au fost redactate sub forma unei lucrari stiintifice
care a fost publicati in revista Polymers. De asemenea, datele obtinute au fost prezentate la
3 conferinte internationale, dupd cum urmeaza. 2 prezentdri orale: 12th International
Conference on Materials Science & Engineering (BRAMAT 2022), Brasov, Romania, 9-12
Martie 2022 si Congresul International Pregatim Viitorul Promovind Excelenta Editia a
XXXIl-a, lasi, Romania, 28 februarie — 2 martie 2022 si I poster: International Conference

on Rheology, lasi, Romania, 26 Mai 2022.



