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Observatii experimentale asupra modificarilor aparute in

epidermoliza buloasa si alte leziuni cutanate

Teza de doctorat se incadreaza in tematica de cercetare referitoare atat la
identificarea modificarilor aparute in tulburdrile genetice cu fragilitate cutanata care se
caracterizeazd prin anomalii structurale ce pot include: peeling, vezicule, eroziuni,
ulceratii, rani sau cicatrici — tulburare numitd epidermolizd buloasd (EB); cat si la
identificarea modificarilor apdrute in alte leziuni cutanate, induse de radiatiile UV.

Teza de doctorat este structurata in doua parti: partea generala si partea speciala.
Partea generald a tezei de doctorat, cuprinde trei capitole importante ce contin ultimele
informatii stiintifice din literatura de specialitate cu privire la modificérile aparute in
epidermoliza buloasa, respectiv in alte leziuni cutanate. Partea speciald este constituita
din experimentele efectuate practic, in cadrul Centrului de Cercetdari Farmaco-
Toxicologice, Facultatea de Farmacie, UMFVBT, condus de Prof. Univ. Dr. Farm.
Cristina Dehelean. Experimentele efectuate sunt impartite in patru capitole, iar
rezultatele obtinute completeazd informatiile din literatura de specialitate si Tmpreuna,
conduc la completarea tabloului clinic privind strategiile inovative de tratament pentru

tratarea atat a epidermolizei buloase cat si a altor leziuni cutanate.

1. Partea Generala

I.1. Patologia cutanata abordata experimental

Acest capitol oferd o prezentare generald privind structura si functiile pielii,
fiziopatologia de bazd, respectiv cateva dintre consideratiile importante privind
toxicitatea generatd asupra pielii. Un obiectiv major pentru evaluarea toxicologica a
unui medicament dermic este acela de a caracteriza pe deplin toxicitatea sistemica si
toxicocineticd, acoperind astfel potentialul pentru cele mai nefavorabile situatii. Studiile
de toxicitate sistemicd pot fi necesare in cazul In care expunerea sistemicd scazutd sau

minimd se realizeaza prin administrare dermicd in studiile de toxicitate dermica.



Datorita faptului ca produsele medicamentoase dermice sunt adesea utilizate pe pielea
expusd la lumind (fatd, brate), evaluarea potentialului fototoxic al produsului
medicamentos in curs de dezvoltare poate fi de asemenea justificata. Tot In acest capitol
am adus In prim plan si informatii privind studiile de carcinogenitate dermica pentru
produsele medicamentoase dermice destinate utilizdrii cronice si/sau recurente
intermitente.

Pentru a ajunge la subiectul principal al tezei de doctorat, si anume:
epidermoliza buloasd, am ales sd descriu manifestarile dermatologice aparute in bolile
inflamatorii intestinale, clasificind leziunile mucocutanate, dupa care, m-am axat pe
dezvoltarea informatiilor gasite in literatura de specialitate privind epidermoliza
buloasd. Tot in acest capitol sunt prezentate si alte patologii care genereaza leziuni
cutanate, de tipul: hiperplazie si hiperkeratoza, inflamatia, iritarea si coroziunea pielii,
hipersensibilitate, modificarea pigmentului pielii, incheind acest capitol cu cele mai noi
informatii generale privind cancerul cutanat.

I.2. Terapii inovative in cazul leziunilor cutanate si epidermolizei buloase

Capitolul 2 din partea teoreticd descrie pe scurt terapiile abordate clinic, atat in
cazul leziunilor cutanate cat si cele abordate in cazul epidermolizei buloase. Evolutiile
stiintifice rapide din ultimii ani fac s apara diverse strategii terapeutice promitatoare
pentru tratamentul epidermolizei buloase. Diagnosticul si gestionarea diferitelor forme
de epidermolizd buloasd sunt complexe si necesitd o colaborare interdisciplinara.
Formele severe de epidermolizd buloasa au cea mai mare nevoie de suport medical, iar
majoritatea eforturilor de cercetare se concentreazd pe dezvoltarea terapiilor pentru
aceste forme. Se dezvoltd atat terapii curative, cat si terapii de ameliorare a
simptomelor. O serie de terapii sunt in curs de dezvoltare preclinicd, iar primele au
ajuns deja in stadiul studiului clinic, fie in faza 1/2, fie in faza 3.

L.3. Aspecte de etica a cercetarii pe modele experimentale

In acest capitol sunt descrise aspectele etice privind experimentele pe animale,

adica regulile privind standardele de ingrijire a animalelor, tindnd cont de principiul



celor ,,3R” ce trebuie luat 1n considerare, indiferent de domeniul in care se face
cercetarea experimentald pe animale. Toate experimentele pe animale detaliate in teza
au fost concepute si puse in aplicare dupa luarea in considerare a sanatatii animalelor de
laborator (soareci), precum si dupa ce au fost evaluate influentele pe care experimentele
le pot avea asupra bunistirii animalelor. In stabilirea standardelor de ingrijire a
animalelor a fost luat In considerare criteriul referitor la bunistarea animalelor, criteriu
care a prevalat fatd de simpla supravietuire a lor in conditiile nefavorabile ale
experimentului. Studiile descrise in teza de doctorat au fost desfasurate cu respectarea
principiilor impuse de Directiva 2010/63/UE a Parlamentului European si a Consiliului,
din 22 septembrie 2010, privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice,
inclusiv cele referitoare la competenta cercetdtorilor, astfel incat a fost asigurata pe

deplin bunastarea animalelor.

II.  Partea speciala

Scopul general al tezei de doctorat a fost atat identificarea modificarilor aparute
in epidermoliza buloasd indusd pe model animal experimental, cat si identificarea
modificarilor aparute in alte leziuni cutanate, respectiv proiectarea unor formulari
terapeutice care sa poata fi utilizate cu success in tratarea acestor leziuni ale pielii.

Pentru atingerea scopului tezei s-au avut in vedere urmatoarele obiective,
inclusiv activitatile lor specifice:

a) inducerea leziunilor asemanatoare cu leziunile date de epidermoliza buloasa pe
model animal, utilizdnd soareci SJL de gen feminin, aplicind metoda de
imunizare activd (100 pg colagen recombinant de soarece de tip VII (GST-
mCVIICr)/50 pL injectie/soarece de doud ori la un interval de 3 saptamani);

b) evaluarea toxicitdtii unei materii prime din industria poliuretanilor si anume
catalizatorul reactiei de sintezi. In acest sens, am dezvoltat particulele
poliuretanice care contin cantitati diferite de catalizator, respectiv care nu contin
deloc urme de catalizator, in vederea stabilirii conditiilor sigure de utilizare din

punct de vedere al toxicitatii. Pentru a evalua caracterul toxic si iritativ indus de



continutul de catalizator in acesti transportori transmembranari, am efectuat
evaludri non-invazive privind parametrii pielii folosind un alt model animal
(soareci din rasa BALB/c). Masuratorile privind parametrii pielii au fost
efectuate utilizdnd un sistem profesional de monitorizare de tip MPAS prevazut
cu o sondd Mexameter®MX18 pentru determinarea nivelului melaninei si a
eritemului, respectiv o sondi Corneometer®CM825 pentru evaluarea
modificarilor hidratarii stratului cornos;

c) dezvoltarea si tratarea altor leziuni cutanate asemanatoare cu leziunile
epidermolizei buloase, pe model animal. In acest sens, am indus modelului
animal (soareci femele SLJ) leziuni solare, utilizand radiatia UV. Tratamentul a
constat 1n utilizarea unor oleogeluri sintetizate, cu continut de betulina si lupeol.
Eficienta acestor oleogeluri contra arsurilor solare a fost investigatd prin
masurarea parametrilor pielii modelului animal utilizand sistemul profesional de
monitorizare MPAS, la care de aceastd datd au fost atasate sonda
Mexameter®MX 18 pentru a inregistra nivelurile de melanina si eritem, in timp
ce pierderea de apa transepidermica (TWL) si hidratarea pielii au fost masurate

folosind sondele Tewameter®TM 300 si respectiv Corneometer®CM 825.

I1.1. Terapii utilizate experimental

Acest capitol face referire la preparatele fitomedicinale ce s-au dovedit a fi o
alternativa utila in a influenta In mod benefic diferitele etape ale vindecarii ranilor.
Repararea ranilor este un proces biologic extrem de complex Tmpartit practic in trei faze
suprapuse: inflamatia, formarea de tesuturi noi si remodelarea. Vindecarea ranilor
necesitd integrarea multor evenimente celulare si moleculare complexe care pot fi vizate
din multe puncte de vedere, ducand fie la vindecare accelerata, fie la intarziere, aceasta
din urmi putind duce la rini cronice complexe. In literatura de specialitate sunt
publicate un numar impresionant de studii ce demonstreazd potentialul curativ al
triterpenelor pentaciclice prin diverse activitati biologice. Scoarta de mesteacan este
cunoscuta ca fiind un remediu medicinal traditional, incd de pe vremea indienilor nord-

americani care si-au infasurat ranile cu scoartd de mesteacdn pentru a accelera



vindecarea ranilor. Datorita acestui aspect, un medicament de tip oleogel (Episalvan) a
fost aprobat pentru prima data la nivel mondial in 2016 (EU/1/15/1069/001), si contine
extract uscat purificat din scoarta Betulei pendula si B. pubescens, sau hibrizi ai ambelor
specii, bogat 1n betulind ca ingredient activ (80%). Indicatia cu care acest medicament a
fost pus pe piata, a constat in tratarea ranilor superficiale ale pielii (epiderma si derma
superioard) si a arsurilor de gradul II la nivelul pielii adulte. Pana in prezent, nu a existat
niciun medicament aprobat in Europa cu eficacitate dovedita in accelerarea inchiderii

plagilor.

II.2. Masuratori comune non-invazive aplicate pentru patologia cutanata
experimentala

In general, fie ca se discuta despre produsi noi sintetici sau pe baza de extracte
naturale avand ca destinatie curatarea si Ingrijirea pielii sau despre noi transportori
transdermici precum carrierii polimerici (lipozomi) sau pe baza de nanocapsule
anorganice (cu aur, argint, carbon sau diferiti oxizi metalici sau nemetalici), acestia
necesita testarea proprietatilor lor in investigatii experimentale care evalueaza caracterul
iritativ, hidratant, emolient, etc.

In ultimele decenii parametrii pielii au devenit cuantificabili prin utilizarea unei
serii de sonde profesionale dezvoltate de producatorul german Courage-Khazaka (Kdln,
Germania). Sondele respective se conecteaza printr-o interfata digitala de tip MPA
(adaptor multi-sonda) la calculator sau laptop si folosesc software specializat pentru a

masura cu precizie deosebitd modificarile survenite la suprafata pielii.

I1.2.1. Evaluarea biofizica si impactul catalizatorului asupra proprietatilor
purtatorilor de medicamente din poliuretan

Datorita faptului cd sistemele transdermice de administrare a medicamentelor au
generat un interes extins ca alternativd preferatd la administrarea orald a
medicamentelor si a injectiilor hipodermice, un alt capitol din teza de doctorat face
referire la evaluarea toxicitatii unei materii prime din industria poliuretanilor (PU), si

anume catalizatorul reactiei de sintezd. Poliuretanii (PU) sunt o clasd de compusi



macromoleculari ce joacd rol de transportori transmembranari pentru o varietate mare
de substante biologic active. Mai mult, diversitatea aplicatiilor acestor compusi
macromoleculari s-a amplificat exponential in ultimele decenii, datorita aplicatiilor din
domeniul medical si anume: tuburi de cateter, asternuturi de spital, pansamente pentru
rani, implanturi de reconstructie osoasa, inimi artificiale, drenuri chirurgicale, pompe cu
balon intra-aortic, dispozitive de dializa, manusi non-alergenice, etc.

In acest sens, studiul efectuat pune fatd in fati probe distincte de carrieri
transmembranari pe bazd de microstructuri poliuretanice, In sinteza carora s-au utilizat
un amestec organic de hexametilen-diizocianat si izoforon-diizocianat dizolvati in
acetond, respectiv o faza apoasd ce contine etilen-glicol, 1,4-butandiol si polietilen-
glicol la diferite concentratii de DABCO (1,4-Diazabiciclo [2.2.2] octan). Rezultatele
obtinute au indicat faptul ca DABCO folosit ca si catalizator nu influenteaza structural
carrierul transmembranar. Caracterul toxic si iritativ indus de catalizator a fost
cuantificat prin evaluari neinvazive ale parametrilor pielii folosind 6 soricei din rasa
BALB/c si un sistem profesional de monitorizare de tip MPAS. Au fost observate
diferente semnificative in ceea ce priveste nivelul eritemului si hidratarii pielii, influenta
catalizatorului fiind dependenti de dozi. In concluzie, particulele poliuretanice
sintetizate, care nu contin urme de catalizator, pot fi considerate mult mai sigure din

punct de vedere al toxicitatii.

I1.3. Aspecte legate de producerea experimentala a epidermolizei buloase

I.3.1. Provocidri si limitiri in dezvoltarea unui model animal de
epidermoliza buloasa folosind soareci SJL

Acest capitol prezintd o metodd de inducere a epidermolizei buloase asupra
modelului animal experimental (soareci SJL de gen feminin) si anume: metoda de
imunizare activa utilizand colagen recombinant de soarece de tip VII (GST-mCVIICr).
Rezultatele obtinute au indicat faptul ca administrarea subcutanata (in talpa piciorului si
la baza cozii) a 100 pg de colagen de soarece de tip VII recombinant (GST-mCVIICr)

urmatd de o injectie cu continut de emulsie de anticorpi recombinati, in ziua 21 post-



imunizare, nu a indus semne clinice cutanate specifice dezvoltarii EB la niciunul dintre
soarecii imunizati. In concluzie, in conditiile prezentului protocol experimental, soarecii
femele SJL au fost rezistenti la dezvoltarea bolii clinice, dar vor fi efectuate studii
suplimentare pentru a obtine un model fiabil si reproductibil. Totusi, acest studiu ar
putea fi considerat ca o lectie privind rolul critic jucat de tipul de selectie a speciei de
soareci atunci cand se efectueaza experimente pe modele animale.

In plus, tot pentru atingerea acestui obiectiv, am efectuat in cadrul Centrului de
Cercetari Farmaco-Toxicologice din cadrul Facultatii de Farmacie, o investigatie
farmacotoxicologica in vitro cu privire la biocompatibilitatea oleogelurilor cu continut
de betulina si lupeol, pe o linie celulard sandtoasd de piele umana (keratinocite umane
imortalizate - Ha-CaT). Aceasta investigatie a fost completata de evaluarea in vitro a
potentialului oleogelurilor privind vindecarea ranilor si reepitelializarea pielii, prin
aplicarea testului Wound Healing (Scratch).

Pentru a completa profilul toxicologic, cele doua oleogeluri cu continut de
substantd activd au fost testate si in ovo, in cadrul aceluiasi centru de cercetare, cu
scopul stabilirii profilului potential iritativ al formularilor preparate asupra membranei

corioalantoice a embrionului de gaind (testul HET-CAM).

I1.4. Studii fizico-chimice de cedare a betulinei si lupeolului din formulari

farmaceutice pentru patologia cutanata

I1.4.1. Formulari de tip oleogel pentru eliberarea topica a betulinei si
lupeolului in leziunile cutanate - prepararea, caracterizarea fizico-chimica si
evaluarea farmacotoxicologica

Pentru atingerea acestui obiectiv, au fost sintetizate oleogeluri cu betulind si
lupeol, cu aplicabilitate in arsurile solare, datorita faptului ca arsurile si protectia solara
constituie un domeniu de cercetare 1n care se investeste tot mai mult datoritd numarului
tot mai mare de cancere de piele. Studiul face referire la verificarea eficientei
oleogelurilor cu betulind si lupeol contra arsurilor solare induse de radiatia UV, prin

utilizarea modelului animal experimental (soareci femele SJL) pe care I-am expus initial



la radiatii UV. Rezultatele obtinute au scos in evidentd eficienta oleogelurilor cu
betulind si lupeol la soarecii care au fost tratati cu probele respective Inregistrandu-se
valori net schimbate fatd de soarecii din lotul de control sau cei tratati cu oleogel Blank
— fara continut de substanta activa. Trebuie mentionat faptul cd acesta a fost unul dintre
putinele studii in care au fost masurati parametrii pielii atat in perioada de iradiere UV
(cand se poate observa o deteriorare extraordinara a fiecarui parametru studiat) cat si in
perioada ulterioard, perioada de tratament sau de refacere a pielii. In concluzie, putem
afirma ca oleogelurile cu triterpene pentaciclice, in special betulind si lupeol, pot fi

utilizate cu succes ca si vehicule destinate protectiei solare.

IL.5. Concluzii generale si contributii personale
Obiectivele propuse in cadrul tezei au fost indeplinite in totalitate, rezultand
urmatoarele concluzii:

e in cazul carrierilor transmembranari pe bazda de microstructuri
poliuretanice sintetizati, dupa caracterizare am cuantificat caracterul
toxic si iritativ indus de catalizator prin evaludri neinvazive ale
parametrilor pielii soarecilor Balb/c si am constatat diferente
semnificative in ceea ce priveste nivelul eritemului si al hidratarii pielii,
rezultatele ardtand ca influenta catalizatorului utilizat in sintezd este
dependenti de dozi. In concluzie, particulele poliuretanice sintetizate
care nu contin urme de catalizator pot fi considerate mult mai sigure din
punct de vedere al toxicitatii.

e referitor la studiul privind inducerea unor leziuni asemandtoare cu
leziunile date de epidermoliza buloasa, experimentul nu a reusit dat fiind
faptul ca nu au fost observate semne specifice pentru dezvoltarea acestei
boli, adica, soarecii nu au dezvoltat vezicule, eroziuni, alopecie, cruste
sau cicatrici. O posibild explicatie pentru nedezvoltarea leziunilor
specifice epidermolizei buloase dupd imunizare, ar putea fi legatd de
variatiile genetice care apar in cadrul unei tulpini de soareci. Bazandu-ne

pe datele din literatura, un posibil factor care a dus la esuarea



experimentului a fost cd soarecii utilizati in studiul nostru nu erau
soarecii consangvinizati.

e datoritd faptului ca nanoemulsiile si nanogelurile sunt cele mai potrivite
vehicule pentru administrarea medicamentelor, datoritd naturii lor
lipofile, claritatii optice si suprafetei, ultimul obiectiv propus in cadrul
tezei a constat in obtinerea si caracterizarea unor oleogeluri cu betulina si
lupeol, ce au aplicabilitate in arsurile solare. Dupa caracterizarea fizico-
chimica a oleogelurilor cu continut de substantd activa si fara continut,
rezultatele obtinute au fost corelate cu biocompatibilitatea in vitro si
proprietatea de vindecare a ranilor, deoarece biocompatibilitatea este
obligatorie pentru formularile topice. Rezultatele privind viabilitatea, au
indicat o lipsa de citotoxicitate a celor trei formuldri cu sau fara continut
de substanta activa si o biocompatibilitate adecvata in vitro pe celulele
HaCaT (keratinocite umane sdnatoase). Testarea oleogelurilor pe
membrana corioalantoicdi a relevat lipsa potentialului iritant al
formularilor testate, scorurile de iritare obtinute pentru oleogelurile care
contin betulind si lupeol fiind mai mici decat 1. Rezultatele in vivo
obtinute (utilizdnd soareci SJL), indicd beneficiile oleogelurilor cu
betulind si lupeol la nivelul pielii, caracterizate prin valori reduse ale
eritemului si valori crescute ale umiditatii pielii (ambii parametri sunt
modificati semnificativ in comparatie cu grupul de soareci de control si

grupul soarecilor tratati cu oleogel fara substanta activa).

Noutatea tezei de doctorat consta in faptul cad am reusit sa sintetizam formulari
semisolide cu continut de betulina si lupeol, mult mai mici (0,3%) decat produsul deja
aprobat pe piatd (80%), o formulare care a demonstrat o buna biocompatibilitate in
vitro, precum si o lipsd de toxicitate in ovo si in vivo. In plus, in ceea ce priveste efectul
asupra reepitelizarii pielii, oleogelul cu continut de btulind a exercitat cea mai puternica

activitate de vindecare a plagilor in vitro.



Caracterul original al tezei de doctorat este sustinut de 4 lucrari stiintifice
publicate in reviste ISI, din care 2 lucrari in reviste ISI cu factor de impact peste 1 si
doua lucrari stiintifice in reviste ISI cu factor de impact peste 4. La doua dintre lucrarile
stiintifice publicate sunt prim autor, la o lucrare stiintificd, am contributie egala cu

primul autor, iar la ultima lucrare stiintificd sunt co-autor.



