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REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

1. INTRODUCERE

Compusii organofosforici reprezintd o clasa diversa de substante
chimice cu o gama larga de aplicatii in medicina, toxicologie, monitorizarea
mediului si securitate. Proprietatile lor unice i fac valorosi in diverse scopuri,
de la inhibarea enzimelor in terapeutica la ignifugarea in mediul industrial.
Continuarea cercetarilor privind sinteza, proprietatile si aplicatiile compusilor
organofosforici este esentiald pentru valorificarea beneficiilor lor potentiale si,
in acelasi timp, pentru reducerea riscurilor. De la rolul lor in incidentele de
otravire la potentialul lor ca agenti neuroprotectori si intermediari catalitici,
acesti compusi raméan in prim-planul cercetarii in diverse discipline stiintifice.
Sinteza de noi agenti terapeutici si dezvoltarea de abordari sintetice durabile
subliniazd si mai mult importanta compusilor organofosforici in progresul
stiintei si tehnologiei. Chimia compusilor organofosforici detine un potential
imens in domeniul medical, oferind numeroase oportunitati pentru
descoperirea de medicamente, dezvoltarea de materiale si aplicatii catalitice.

Toxicitatea derivatilor fosforici este ihca un subiect de preocupare.
Numeroase studii discuta utilizarea raportului acut/cronic pentru a estima
toxicitatea cronica din date acute, oferind o abordare cantitativa pentru a
intelege relatia dintre toxicitatea acuta si cronica a acestor compusi. In ciuda
toxicitatii lor, in medicina, compusii organofosforici sunt studiati pe scara larga
pentru a dezvolta bio-captatori care sa protejeze impotriva toxicitatii
organofosforice. Acesti compusi joaca un rol crucial ca inhibitori ai unor enzime
precum acetilcolinesteraza (AChE), butirilcolinesteraza (BChE),
carboxilesterazd (CaE) si neuropatia periferica. Aceste enzime joaca roluri
vitale in neurotransmisie, iar inhibarea lor poate conduce la implicatii
terapeutice. Prin tintirea acestor enzime, compusii organofosforici pot modula
nivelurile neurotransmitatorilor si caile de semnalizare, ceea ce fii face
potentiali candidati pentru tratamentul diferitelor afectiuni.



2. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Compusii organofosforici sunt o clasa de substante chimice care se
caracterizeaza prin prezenta atomilor de fosfor legati de grupari organice, ceea
ce conduce la o gama larga de aplicatii si efecte. Acesti compusi se
caracterizeaza prin molecule organice legate direct de fosfor sau prin
heteroatomi precum sulf, oxigen sau azot. Datorita fractiunilor lor organice care
pot fi legate direct de fosfor sau prin heteroatomi precum sulf, oxigen sau azot,
compusii organofosforici sunt prezenti pe scard larga in produsele
farmaceutice, agrochimice si diverse produse industriale. Printre gruparile
organice se mentioneaza gruparile alcoxi, alchiltio, ariloxi, ariltio sau
heterociclice, impreuna cu o serie de alti substituenti. Clasificarea compusilor
organofosforici este esentiala pentru intelegerea proprietatilor, reactivitatii si
impactului lor potential asupra sanatatii si mediului. O clasificare semnificativa
a compusilor organofosforici se bazeaza pe utilizarea lor ca pesticide, in care
compusi precum clorpirifos sunt clasificati ca fiind moderat periculosi.

Clasificarea compusilor organofosforici se extinde dincolo de pesticide
si agenti neurotoxici pentru a include substante ignifuge si compusi
polifosforici. Diferitele clase de compusi organofosforici prezinta proprietati si
aplicatii distincte, necesitand o clasificare precisa in scopuri de reglementare si
siguranta. in contextul agentilor neurotoxici, compusii organofosforici precum
Sarin, Soman si VX sunt clasificati ca agenti de razboi chimic datorita
capacitatii lor de a perturba reglarea neurologica prin inhibarea ireversibila a
acetilcolinesterazei.

Acidul fenilfosfonic (PPA) si acidul fenilfosfinic (PPIA) au fost studiati
pentru solubilitatea lor Tn diferiti solventi, rolul lor intarzierea flacarii si
capacitatea lor de a forma complecsi cu alte molecule. Proprietatile lor de
solubilitate pot influenta interactiunile lor cu alte substante si adecvarea lor
pentru aplicatii specifice. Solubilitatea acestor compusi este cruciald pentru
proiectarea sistemelor de administrare a medicamentelor sau pentru
formularea implanturilor medicale, unde compatibilitatea cu diferiti solventi este
esentiald. In plus, capacitatea acestor acizi de a forma complexe cu alte
molecule evidentiaza potentialul lor de a crea materiale noi cu proprietati
personalizate.



Acidul fosfonoacetic, cunoscut si sub denumirea de PAA, are o
structura chimica unica, cu gruparea 4-hidroxi-2,3-dioxociclobut-1-enil
incorporata, si a atras interesul chimiei medicinale pentru potentialele sale
aplicatii terapeutice. Aceasta caracteristica structurala a fost explorata pentru
proiectarea si dezvoltarea medicamentelor, demonstrand versatilitatea
acestora, precum si a derivatilor sai.

Acidul carboxietilfenilfosfinic, cunoscut si ca CEPPA, este un derivat al
acidului fosfinic care a atras atentia pentru potentialele sale aplicatii in
domeniul medical, find un monomer fosforic copolimerizabil bifunctional.
Sinteza si solubilitatea CEPPA in apa au fost investigate, oferind informatii
valoroase privind comportamentul sau chimic si elucidand caracteristicile
fizico-chimice ale acestui compus.

Sinteza si caracterizarea compusilor organofosforici au condus la
dezvoltarea de noi agenti farmaceutici cu diverse activitati biologice. De
exemplu, alchinilfosfonatii, care contin legaturi triple reactive si grupari fosforil,
servesc ca intermediari importanti care pot fi transformati in diversi derivati
organofosforici, care prezinta adesea activitati biologice sau farmacologice
semnificative. Sinteza acestor compusi a fost un subiect de interes semnificativ
pentru cercetare, ceea ce a condus la dezvoltarea diferitelor metode de
obtinere eficienta a acestora. O abordare implica utilizarea compusilor naturali
ca materii prime pentru sinteza compusilor organofosforici chirali, care sunt
esentiali in procesele farmaceutice si biochimice. Utilizarea reactiilor catalizate
de metale de tranzitie a permis sinteza eficientd a compusilor organofosforici,
demonstrand versatilitatea acestor compusi in diverse transformari chimice.
Dezvoltarea metodelor de sinteza asimetrica a fost, de asemenea, o prioritate,
cu scopul de a produce compusi chirali care sunt valorosi in cataliza asimetrica
si in produsele farmaceutice. Proiectarea si sinteza liganzilor organofosforici
chirali au fost cruciale in cataliza asimetrica, oferind cai eficiente de obtinere a
produselor enantioselective. in plus, sinteza stereoselectivd a compusilor
organofosforici a reprezentat un domeniu semnificativ de cercetare, avand ca
scop controlul stereochimiei acestor compusi pentru aplicatii specifice.
Dezvoltarea de metode de sintezd ecologice pentru compusii organofosforici
subliniaza importanta practicilor durabile in sinteza chimica.

Toxicologia compusilor organofosforici a fost intens studiatd datorita
utilizarii lor ca pesticide si agenti de razboi chimic. Tntelegerea efectelor toxice



ale acestor compusi este esentiala pentru dezvoltarea de antidoturi si
tratamente privind otravirea cu compusi organofosforici. In contextul razboiului
chimic si al terorismului, compusii organofosforici au fost identificati ca agenti
potentiali pentru bioterorism. Acesti compusi, in special agentii neurotoxici, igi
exercita efectele toxice prin inhibarea AChE, ducand la o cascada de
modificari fiziologice care pot duce in cele din urma la deces prin insuficienta
respiratorie. Inhibarea acetilcolinesterazei conduce la o serie de efecte toxice
asupra sistemului nervos, cu implicatii atat pentru cazurile acute de otravire,
cat si pentru rezultatele pe termen lung asupra sanatatii. Gravitatea otravirii cu
compusi organofosforici poate fi evaluata prin diferiti markeri, inclusiv nivelurile
serice de creatinfosfokinaza, corelate cu gravitatea cazurilor de otravire acuta.
in plus, scara de comé& Glasgow, scara de severitate a otravirii si scorul de
otravire cu compusi organofosforici Peradeniya au fost evaluate pentru
eficacitatea lor in prezicerea unor rezultate precum insuficienta respiratorie
acuta Tn urma otravirii cu acesti compusi. Impactul compusilor organofosforici
asupra mediului nu poate fi trecut cu vederea. Acesti compusi, utilizati in mod
obisnuit ca pesticide, pun in pericol ecosistemele si sanatatea umana datorita
toxicitatii si persistentei lor in mediu.

In domeniul medical si terapeutic, compusii organofosforici au fost
studiati pe scara larga pentru diferitele lor proprietati si potentiale utilizari. in
incidentele de otravire, compusii organofosforici sunt recunoscuti ca antidoturi
actuale, inclusiv pretratamentul cu carbamati si terapia post-expunere cu
medicamente anticolinergice si oxima pentru a contracara efectele excesului
de acetilcolina. Acesti compusi interactioneaza cu acetilcolinesteraza, afectand
neurotransmisia si provocand efecte toxice. in plus, compusii organofosforici
au potential ca agenti neuroprotectori impotriva toxicitatii agentilor neurotoxici,
vizand stresul oxidativ pentru a reduce neuroinflamarea si neurodegenerarea.
Terapia cu medicamente antioxidante a fost explorata ca o contramasura
impotriva toxicitatii agentilor neurotoxici, cu scopul de a atenua stresul oxidativ,
neuroinflamarea si neurodegenerarea. Terapia antioxidanta pentru atenuarea
efectelor adverse subliniazd importanta dezvoltarii interventiilor medicale
neuroprotectoare impotriva neurotoxicitatii induse de compusii organofosforici.

in farmacie, derivatii de fosfor sunt cruciali pentru ingrijirea pacientilor si
gestionarea medicatiei, pentru persoanele cu boald renala cronica (CKD),
unde liantii de fosfor s-au dovedit a imbunatati ratele de supravietuire si
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controlul metabolismului mineral. in plus, punerea in aplicare a metodelor de
predare bazate pe simulare in invatamantul farmaceutic poate Tmbunatati
formarea farmacistului, pregatindu-I pentru un rol clinic mai centrat pe pacient.
Acizii fenilfosfonic si fenilfosfinic au fost utilizati in sinteza compusilor
farmaceutici si Tn modificarea suprafetelor pentru acoperirea/fabricarea
dispozitivelor medicale.

Derivatii fosforici au aplicatii in medicina regenerativa si in sistemele de
administrare a medicamentelor. Polimerii care contin fosfor sunt considerati
materiale promitatoare pentru aplicatii biomedicale datorita biocompatibilitatii,
hemocompatibilitatii si rezistentei lor la adsorbtia proteinelor. Aceste materiale
au fost explorate pentru ingineria tesuturilor, actionand ca suporturi pentru
cresterea si regenerarea celulelor. in plus, derivatii fosforului sunt in curs de
cercetare pentru dezvoltarea de sisteme de administrare a medicamentelor
care vizeaza anumite zone ale corpului, sporind eficacitatea si siguranta
tratamentelor farmaceutice.

Acizii fosfonici au fost utilizati in proiectarea medicamentelor si ca pro-
droguri. Acestia au fost, de asemenea, utilizati ca medicamente tintd pentru
oase, fiind esentiali in tratamentele legate de bolile si afectiunile osoase. In
imagistica medicala, proprietatile lor chimice unice permit dezvoltarea de
agenti de contrast pentru diverse modalitati de imagistica. In plus, acestea au
fost studiate ca fosfantigeni, care pot modula raspunsurile imune si au
implicatii in imunoterapie si dezvoltarea vaccinurilor.

In chimia medicinalad, s-a constatat c& acizii fosfonici si fosfinici prezinta
un spectru larg de activitati biologice, cu derivati precum acizii a-
hidroxifosfonici ca inhibitori ai unor enzime esentiale precum renina si
proteazele si polimerazele imunodeficientei umane.

Acizii fosfonici si derivatii lor sunt preferati in chimia medicamentelor
datorita rezistentei lor sporite la hidroliza enzimatica in comparatie cu
carboxilatii si fosfatii, ceea ce fi face valorosi in proiectarea medicamentelor.
Acesti compusi au fost utilizati ca antibiotice, agenti antivirali si inhibitori
enzimatici. a-amino-fosfonatii au fost investigati pentru activitatea lor
anticancerigena, indicand potentialul terapeutic divers al derivatilor acidului
fosfonic. Acesti compusi au fost recunoscuti pentru capacitatea lor de a actiona
ca inhibitori analogi de stare de tranzitie ai enzimelor, consolidand in
continuare rolul lor in descoperirea si dezvoltarea medicamentelor.



Acidul fosfonoacetic (PAA) a fost intens studiat pentru proprietatile sale
antivirale, in special in inhibarea replicarii diferitelor virusuri, inclusiv virusul
herpes simplex (HSV), citomegalovirusul, virusul varicelo-zosterian si altele.
PAA este cunoscut pentru capacitatea sa de a inhiba activitatea ADN
polimerazei indusa de virus, impiedicand astfel sinteza ADN-ului viral. Acest
mecanism de actiune pozitioneazd PAA ca un candidat promitator pentru
terapia antivirala, in special in contextul infectiilor cu herpesvirusuri. in plus,
PAA a fost eficient in tratarea infectiilor cutanate cu herpesvirus pe modele
animale, sugerénd potentialul sau de aplicare locala in gestionarea bolilor
virale ale pielii.

Impactul biologic al CEPPA, in special in contextul potentialului anti-
neoplastic, a fost in ultima vreme un subiect de cercetare. S-a constatat ca
acest derivat al acidului fosfinic prezinta efecte promitatoare asupra celulelor
osteosarcomului uman. Prin utilizarea diferitelor tehnici, cum ar fi testul MTT,
evaluarea morfologiei celulare, testul LDH, colorarea Hoechst si RT-PCR pe
culturi de celule umane, a fost evidentiat profilul farmacologic al CEPPA si rolul
sau potential in combaterea osteosarcomului.

Sinteza unor noi formulari terapeutice care contin compusi
organofosforici si dezvoltarea unor abordari sintetice durabile subliniaza in
continuare importanta acestor compusi in progresul stiintei si tehnologiei. in
plus, sinteza de noi sisteme pe baza de fosfor a fost investigata pentru a
valorifica beneficiile heterociclurilor fosforice pentru diverse aplicatii. Aceste
structuri noi ofera proprietéati unice care ar putea fi exploatate in proiectarea de
materiale avansate si produse farmaceutice, extinzand si mai mult domeniul de
aplicare al derivatilor fosforici in domeniul medical. Continuarea cercetarilor
privind sinteza, proprietatile si aplicatile compusilor organofosforici este
esentiald pentru valorificarea beneficiilor lor potentiale, reducand in acelasi
timp riscurile.

Dezvoltarea de noi produse biofarmaceutice eficiente si sigure este un
proces indelungat care incepe cu identificarea substantei active terapeutice
(chimicd sau naturald) si se incheie atunci cand produsul este aprobat si
comercializat. Determinarea sigurantei si eficacitatii unui produs biofarmaceutic
experimental este o conditie obligatorie in cadrul dezvoltarii preclinice pentru a
stabili fezabilitatea acestuia pentru utilizare medicald. In prezent, cercetarea

~

toxicologica este obligatorie in evaluarea biologica a potentialelor



medicamente, produse biofarmaceutice si dispozitive medicale. Motivul este ca
posibilele efecte adverse ale compusului testat pot fi identificate si prevenite
prin experimente in vitro si teste de toxicitate in vivo. In ceea ce priveste
screeningul in vivo, studiile de toxicologie preclinica se refera atat la testarea
sigurantei acestuia, cat si la identificarea naturii Si severitatii potentialelor
efecte nocive ale compusilor farmacologic activi, care sunt semnalate pe
organismul unui model experimental.

Hidrogelurile sunt retele polimerice tridimensionale (3D) care au fost
studiate pe scara larga in special datoritad proprietatilor lor fizico-chimice
reglabile, biocompatibilitatii, structurii semisolide si capacitati lor de a
incapsula diversi compusi, medicamente, materiale, celule etc. Carbomerul, un
polimer sintetic de acid poliacrilic reticulat, este utilizat pe scara larga pentru
versatilitatea si eficacitatea sa ca agent gelifiant in diverse aplicatii, in special
in produsele farmaceutice, cosmetice si alimentare. Ca agent gelifiant, ofera
numeroase avantaje, cum ar fi capacitatea de a crea geluri cu vascozitate
ridicata la concentratii relativ scazute, proprietati bioadezive, stabilitate termica,
potential scazut de iritare a pielii, proprietati organoleptice si compatibilitate cu
0 gama larga de ingrediente active, facandu-l prima alegere pentru dezvoltarea
diferitelor formulari. Vascozitatea ridicata a hidrogelurilor pe baza de carbomer
contribuie, de asemenea, la retentia prelungita a medicamentului, imbunatatind
biodisponibilitatea medicamentelor, in special in aplicatiile oculare.

Deoarece derivatii organofosforici prezintd o multitudine de aplicatii in
biochimie si biologie, inclusiv in medicina, pentru a obtine structuri polimerice
caracterizate prin dimensiuni diferite, acizii fenilfosfinici au fost utilizati pentru a
obtine materiale hibride complexe (organice/inorganice). S-a constatat ca
substituentii fosforici moduleaza functii biologice esentiale, alterarile
moleculare afectand semnificativ activitatea biologica. n plus, s-a demonstrat
ca prezenta substituentilor fosforici moduleaza activitatile biologice ale
pesticidelor, agentilor antivirali si compusilor antimicrobieni, subliniind rolul
crucial al derivatilor fosforici in cercetarea farmaceutica.



3. SCOP Sl OBIECTIVE

Scopul acestei teze de doctorat a fost sinteza, caracterizarea si
evaluarea biologica a unui compus chimic apartinand clasei derivatilor fosforici,
precum si a doua formulari farmaceutice bazate pe doua tipuri de hidrogeluri,
contindnd adjuvanti naturali si compusul chimic sintetizat, care, pe langa
toxicitatea sa bine cunoscuta, pare sa aiba efecte terapeutice cu impact asupra
unei linii celulare tumorale.

Noutatea acestei teze de doctorat conteaza pe faptul ca prezenta
cercetare aduce o contributie importantd in directia derivatilor fosforici si a
potentialelor lor aplicatii biomedicale, prin rezultatele obtinute si discutate. O
prezentare detaliata este oferita cu privire la:

a) sinteza si caracterizarea unui compus nou sintetizat (acidul 2-
carboxietilfenilfosfinic), care face parte dintr-o clasa de derivati ai
fosforului, si impactul sau biologic, comparativ cu cel biologic al altor
trei derivati ai fosforului care au fost comercializati. Impactul biologic in
vitro a fost evaluat pe doua linii celulare umane, o linie sanatoasa -
keratinocite imortalizate (culturi HaCaT) si o linie tumorala - celule de
osteosarcom (SAOS-2).

b) sinteza si caracterizarea unor formulari farmaceutice pe bazd de
poloxamer (hidrogel), contindnd adjuvanti naturali, in vederea
investigarii profilului lor de siguranta in vitro si de vindecare a ranilor.
Prin aceasta cercetare, s-a urmarit s3 se observe daca formularile
farmaceutice care contin adjuvanti naturali sunt biocompatibile si
adecvate pentru a incorpora medicamente care doresc sa fie testate in
vitro si in vivo. Impactul biologic in vitro a fost evaluat pe doua linii
celulare sanatoase, linia HaCaT, si cealalta linie murinica - celulele
epidermice de soarece JB6 Cl 41-5a.

c) procesul de fabricatie a patru formulari de tip hidrogel, pe baza de
carbomer, care contin cafeind si doi derivati ai fosforului (acizii
fenilfosfinic si 2-carboxietilfenilfosfinic), caracterizarea acestora si
evaluarea toxicologicd complexa in vitro, in vivo si in ovo. Profilul de
biosecuritate a fost completat prin testarea in vivo utilizdnd un model
animal, iar testarea in ovo a fost efectuata utilizand membrana
corioalantoica a unui ou embrionat de gaina.
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in ceea ce priveste noutatea si originalitatea acestei teze de
doctorat, a fost evaluat un screening toxicologic complex in vitro, in vivo si in
ovo privind efectul terapeutic al unor derivati organofosforici, dintre care unul
sintetizat de grupul nostru de cercetare, precum si efectele de
biocompatibilitate si sigurantd a doua noi formulari terapeutice care contin
compusi organofosforici, printre care, unul fiind compusul nou sintetizat.

Screeningul toxicologic complex a fost realizat dupa o caracterizare
completa si intelegatoare atat a compusului organofosforic sintetizat, cét si a
formularilor terapeutice obtinute, contindnd compusii derivati ai fosforului. Prin
urmare, aceasta teza a fost menita sa elimine orice disonanta referitoare la
presupusa toxicitate a derivatilor fosforici (in special a acidului 2-
carboxietilfenilfosfinic), precum si la polimerii utilizati si la adjuvantii naturali.
Figura 1. sintetizeaza intreaga teza de doctorat, sub forma schematica.

Organophosphorus Compounds . . S
(phenyiphosphinic acid, phenylphosphonic acid, phosphonoacetic acid, and Biomedical Applications Publications

2-carboxyethylphenylphosphinic acid)

Synthesis and characterization of 2-carboxyethylphenylphosphinic acid Paper | - 2024
i biocompatibiiity and anti-neoplastic
In vitro biological investigation and RT-PCR ﬂ activity on human keratinocytes TRt T T
t {HaCaT cultures) and human molecular bivlogy
phenylphosphinic acid, phenylphosphonic acid, phosphonoacetic acid osteosarcoma cells (SAOS-2)
Poloxamer (P407)-based hydrogel formulations with caffeine (CAF) and biocompatibility on healthy human
magnesium ascorbyl phosphate (MAP) HaCaT and JB6 Cl 41-6a (murine Paper Il - 2024
(CAF-P407, MAP-P407, and CAF-MAP-P407) epidermal) skin cells
Preparation, physicuchernica‘l characterization, and pharmaco- wound-hm’ling action

toxicological evaluation

) Biosafety profile and
Hydrogel-type formulations, based on carbomer (Blank-CP840) and complex in vitre biologic impact on

encapsulated with caffeine (CAF-CP840), phosphorus derivatives (phenyl 41- Paper Il - 2024
phosphinic (CAF-S1-CP340) and 2-carboxyethylphenylphosphinic acids RECKT-ARd MBSICIATEN

*
(CAF-52-CP940)) In vivo experiments on BALB/c nude
l Il llIIL'E.S skin ge’s

Synthesis, physico-chemical characterization, in vitro, in vivo and in ovo In ovo experiments on charioallantoic
toxicological screening membrane of hen's chicken embryo
(HET-CAM assay)

Figura 1. Schita intregii teze de doctorat, domeniul de aplicare si lucrarile publicate.
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4. CONTRIBUTII PERSONALE

4.1. IMPACTUL BIOLOGIC AL UNOR DERIVATI Al ACIDULUI
FOSFONIC $I FOSFINIC ASUPRA OSTEOSARCOMULUI UMAN

Osteosarcomul malign reprezinta in prezent o problema majora de
sanatate; prin urmare, nevoia de noi abordari terapeutice este de mare interes.
In acest sens, studiul de fatd isi propune sa evalueze potentialul anti-
neoplastic al unui derivat al acidului fosfinic recent dezvoltat (acid 2-
carboxietilfenilfosfinic) si, ulterior, s& contureze profilul sdu farmacotoxicologic
prin utilizarea a doua culturi diferite de celule umane in vitro (keratinocite-
HaCaT si celule osteosarcom SAOS-2), utilizdnd tehnici diferite (testul MTT,
evaluarea morfologiei celulare, testul LDH, colorarea Hoechst si RT-PCR). n
plus, rezultatele obtinute sunt comparate cu trei compusi cu continut de fosfor
disponibili in comert (P1, P2, P3). Cele doua clase de derivati ai fosforului
cuprind acizii fenifosfonic si fenilfosfinic, acidul fosfonoacetic si acidul 2-
carboxietilfenilfosfinic, utilizati ca reactivi sau intermediari datoritd multitudinii
lor de aplicatii. Structurile chimice ale acestor compusi sunt prezentate in
Figura 2.

O O
I I
Il’ —H Il’ —OH
OH OH
Phenylphosphinic acid Phenylphosphonic acid
0 0] (ﬁ (I?
| I
Ho—1|>—CH2—C—0H 1|>—CH2—CH2—C—0H
OH OH
Phosphonoacetic acid 2-carboxyethylphenylphosphinic acid

Figura 2. Structurile chimice ale probelor care contin fosfor: acid fenilfosfinic, acid fenilfosfonic,
acid fosfonoacetic si acid 2-carboxietilfenilfosfinic.
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Rezultatele nregistrate pentru compusul nou dezvoltat (P4) au aratat o
biocompatibilitate buna (viabilitate celulara de 77%) atunci cand concentratii de
pana la 5 mM au fost utilizate pe celule HaCaT timp de 24 h. De asemenea,
culturile HaCaT nu au prezentat modificari morfologice semnificative sau
modulatie genica, obtinand astfel un profil de biosecuritate chiar superior unora
dintre produsele comerciale testate. in plus, in ceea ce priveste activitatea
antiosteosarcoma, acidul 2-carboxietilfenilfosfinic a exprimat o activitate
promitatoare pe monocelulele SAOS-2, celulele prezentdnd o viabilitate de
numai 55%, precum si caracteristici de apoptoza si o modulatie importanta a
expresiei genelor, in special scaderea Bid.

Tn concluzie, profilul biologic al compusului nostru recent dezvoltat (acid
2-carboxietilfenilfosfinic) a indicat un profil bun de biosecuritate atunci cénd
celulele HaCaT au fost expuse timp de 24 h la o concentratie maxima de 5
mM. De asemenea, proba a determinat o activitate anti-osteosarcoma
promitatoare in cadrul acelorasi parametri in vitro (utilizdnd cea mai mare
concentratie de 5 mM pentru 24 h timp de expunere). in plus, amalgamarea
analizelor de expresie genica cu evaluarile fenotipice, cuprinzand viabilitatea
celulara, citotoxicitatea si modificarile morfologice, oferd o evaluare
multifatetatd a impactului biologic al compusilor P1, P2, P3 si P4. In special,
acidul 2-carboxietilfenilfosfinic (P4) demonstreaza un profil convingator,
caracterizat prin proprietati anti-neoplastice pronuntate in linia celulara de
osteosarcom SAOS-2, impreuna cu un impact relativ benign asupra liniei
celulare HaCaT. Aceste constatari, care indica un indice terapeutic favorabil,
pozitioneaza P4 ca un candidat de interes semnificativ pentru investigatii
suplimentare in contextul terapiei oncologice. Datele subliniaza necesitatea de
a utiliza o abordare dubla in evaluarile preclinice, care sa cuprinda atat modele
de celule sanatoase, céat si modele de celule bolnave, pentru a evalua in mod
holistic viabilitatea terapeutica a noilor compusi. Viitoarele eforturi de cercetare
ar trebui Tindreptate spre elucidarea fundamentelor mecaniciste ale
interactiunilor celulare ale P4, cu accent pe efectele pe termen lung si pe
potentiala translatabilitate clinica.



12

4.2. STUDIUL IN VITRO AL FORMULARILOR TOPICE DE CAFEINA
S| FOSFAT DE ASCORBIL MAGNEZIU - PREPARARE,
CARACTERIZARE FIZICO-CHIMICA SI EVALUARE FARMACO-
TOXICOLOGICA

Pielea are un rol considerabil de protectie impotriva factorilor externi
nocivi, astfel incat integritatea structurii sale este esentiald. Cofeina si fosfatul
de ascorbil magneziu sunt substante valoroase in tratamentul leziunilor
cutanate. Prin urmare, scopul prezentei cercetari a fost prepararea,
caracterizarea fizico-chimica si evaluarea farmaco-toxicologica a formularilor
de hidrogel pe baza de poloxamer cu cafeina si ascorbil fosfat de magneziu
(CAF-P407, MAP-P407 si CAF-MAP-P407) pentru aplicarea topica in
tratamentul leziunilor cutanate.

Din punct de vedere fizico-chimic si reologic, toate formularile
experimentale au prezentat proprietati adecvate ca sisteme de gel in situ
destinate aplicarii cutanate. In vitro, CAF-P407, MAP-P407 si CAF-MAP-P407
au prezentat biocompatibilitate pe celulele pielii umane sanatoase HaCaT si
JB6 Cl 41-5a. In plus, hidrogelurile au aréatat o actiune de vindecare a ranilor
prin stimularea migratiei celulelor pielii. in concluzie, formul&rile de hidrogel
pot fi optime pentru administrarea topica a cafeinei si a derivatilor acidului
ascorbic in patologiile cutanate.

Datoritd numeroaselor beneficii ale cafeinei si ale ascorbilfosfatului de
magneziu, au fost formulate si caracterizate din punct de vedere fizico-chimic
hidrogeluri care contin aceste substante ca ingrediente active. Prin urmare, au
fost dezvoltate cu succes trei formulari pe baza de poloxameri care contin ca
ingrediente active cafeina (2,5%) si ascorbilfosfat de magneziu (1,5%), ca
atare sau in combinatie.

Din punct de vedere fizico-chimic si reologic, toate formularile
experimentale au prezentat caracteristici adecvate ca sisteme de gel in situ
destinate aplicarii pe piele. In plus, hidrogelurile cu CAF, MAP si combinatia
celor doi compusi au exercitat in vitro o biocompatibilitate buna si o lipsa de
toxicitate asupra liniilor de celule cutanate sanatoase HaCaT si JB6 Cl 41-5a.
in ceea ce priveste actiunea asupra migrarii si reepitelizarii pielii, MAP-P407 si
CAF-MAP-P407 au indus cel mai pronuntat efect de vindecare/inchidere a
ranilor, in special pe celulele HaCaT.
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4.3. PROFILUL DE BIOSECURITATE AL FORMULARILOR DE
HIDROGEL PE BAZA DE CARBOMER CARE INCORPOREAZA
DERIVATI Al FOSFORULUI

Determinarea sigurantei unui produs experimental nou dezvoltat este o
conditie esentiala pentru utilizarea sa medicala, in special pentru studiile
clinice. In acest sens, au fost fabricate patru formulari de tip hidrogel, toate pe
baza de carbomer (Blank-CP940) si incapsulate cu cafeina (CAF-CP940), si
derivati ai fosforului [acizi fenilfosfinici (CAF-S1-CP940) si 2-
carboxietilfenilfosfinici (CAF-S2-CP940)]. Scopul principal al acestei cercetari
a fost de a oferi o prezentare cuprinzatoare a profilului de biosecuritate al
hidrogelurilor mentionate mai sus.

Studiul de fata evidentiaza importanta evaluarii toxicitatii potentiale a
formularilor de hidrogel pe baza de carbomer care contin un amestec de
cafeind si derivati de fosfor pe linii celulare relevante pentru a asigura
siguranta acestora pentru aplicatii biomedicale ulterioare. Au fost preparate si
investigate hidrogeluri sintetice pe baza de cafeina (0,5 % in greutate) si
compusi ai fosforului. In plus, au fost evaluate efectele hidrogelului asupra
celulelor umane/murine primare sanatoase (in vitro) pentru a asigura utilizarea
lor in siguranta si a fost evaluatd biocompatibilitatea in vivo a hidrogelului
utilizdnd un model experimental (soareci BALB/c nude) in care s-a examinat
variatia parametrilor pielii soarecilor in urma aplicarii topice. in plus, a fost
efectuat un test de embriotoxicitate, utilizadnd testul in ovo HET-CAM (testul
membranei corioalantoice a oualor de gaind) pentru a intelege posibilele
consecinte ale utilizarii potentiale a hidrogelului preparat, precum si aspectele
speciale ale toxicitatii sistemice.

Screeningul in vitro complex efectuat pe doua tipuri de linii celulare de
piele sanatoasd (HaCaT - keratinocite umane si JB6 Cl 41-5a - celule
epidermice murine) a prezentat un profil de biosecuritate bun atunci cand
ambele linii celulare au fost tratate timp de 24 h cu 150 ug/mL din fiecare
hidrogel. O analiza cuprinzatoare a impactului hidrogelului asupra profilului
genetic al celulelor HaCaT sustine experimentele in vitro. in ceea ce priveste
profilul de biosecuritate prin intermediul testelor in vivo si in ovo, rezultatul a
aratat ca hidrogelurile dezvoltate au exercitat o biocompatibilitate buna dupa
aplicarea topica pe pielea soarecilor BALB/c nude. De asemenea, s-a
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constatat o lipsa de toxicitate dupa expunerea pe embrionul de gaina. Sunt
necesare investigatii suplimentare privind eficacitatea si siguranta terapeutica
in vitro si in vivo pentru utilizarea pe termen lung si potentiala translatabilitate
clinica. Conform cunostintelor noastre, prezentul studiu reprezinta primul studiu
care abordeaza aceasta formula de tip hidrogel care incorporeaza compusi ai
fosforului. Deoarece formularile de hidrogel pe baza de carbomer care au fost
obtinute Tn studiul de fata reprezinta un element de originalitate (nu au mai fost
preparate astfel de formulari si nu au fost efectuate studii biologice), testarea
efectelor in vivo ale hidrogelului a devenit obligatorie. Prin urmare, noutatea
acestui studiu se bazeaza pe realizarea unui profil toxicologic complet
(experimente in vitro, teste de biocompatibilitate in vivo si o evaluare a
toxicitatii in ovo). In continuare, vom putea stabili profilul de biosecuritate al
formularilor de hidrogel pe baza de carbomer pregatite, care contin cofeina si
derivati ai fosforului. Prin efectuarea unui screening toxicologic cuprinzator,
aceasta cercetare urmareste sa ofere o intelegere holistica a profilurilor de
biosecuritate ale acestor formulari noi, orientand viitoarele directii de cercetare
si deciziile de reglementare.

Teza de doctorat se bazeaza pe rezultatele originale obtinute din trei
articole de cercetare, in care subsemnatul este prim autor, astfel:

- Datele prezentate in Capitolul 2, fac obiectul unui articol ISI,
publicat in revista Current Issue in Molecular Biology de la Editura MDPI,
I.F.=2,8.

Cele mai importante descoperiri din acest studiu sugereaza ca acidul 2-
carboxietilfenilfosfinic poate fi considerat ca fiind un potential tratament pentru
osteosarcom si justifica investigatii suplimentare in studii preclinice si clinice.
Biocompatibilitatea sa favorabila, profilul de sigurantd si activitatea
anticancerigena justificda deasemenea investigatii suplimentare fin studii
preclinice si clinice.

Principalele constatari cheie prezentate in Capitolul 2 au fost:

» Biocompatibilitate promitatoare: acidul 2-carboxietilfenilfosfinic a
prezentat o biocompatibilitate buna in celulele HaCaT, viabilitatea
celulara ramanand ridicata (77%) si la concentratii de pana la 5 mM;

» Profil de sigurantd superior: noul compus nu a cauzat modificari
morfologice semnificative sau modularea genelor in celulele HaCaT,
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indicand un profil de sigurantad potential superior comparativ cu unele

tratamente existente;

> Activitate anti-osteosarcoma semnificativa: in celulele SAOS-2,
compusul a demonstrat o activitate anti-cancer promitatoare, reducand
viabilitatea celulard la 55% si inducand apoptoza (moartea celulara
programata);

» Modularea expresiei genice: compusul sintetizat a afectat in mod
semnificativ expresia genica in celulele SAOS-2, in special reglarea
negativa a genei Bid, care este implicata in apoptoza.

- Datele prezentate in Capitolul 3, fac obiectul unui alt articol ISI, publicat
in revista Farmacia, |.F. = 1.4.

In ceea ce priveste acest studiu, concluzionam ca formularile de tip
hidrogel prezinta o abordare promitatoare pentru administrarea topica a
cafeinei si a derivatilor acidului ascorbic pentru tratarea diferitelor patologii
cutanate.

- Datele prezentate in Capitolul 4, fac obiectul celui de-al treilea articol ISI,
publicat in revista Gels de la Editura MDPI, I.F. = 5.

In ceea ce priveste acest studiu, pentru prima data, a fost raportata
sinteza unei formulari de tip hidrogel care Thcorporeaza compusi ai fosforului
(acizii fenilfosfinic si 2-carboxietilfenilfosfinic). Studiul subliniaza necesitatea
criticd de a asigura siguranta si eficacitatea noilor produse biofarmaceutice
fnainte de utilizarea lor la om. Principalele constatari prezentate au fost:

> viabilitatea celulara si citotoxicitatea: hidrogelurile au demonstrat un
profil bun de biosecuritate pe doua linii celulare de piele sanatoasa
(HaCaT si JB6 Cl 41-5a) dupa 24 de ore de tratament cu o concentratie
de 150 pg/mL;

» modificari morfologice: nu s-au observat modificari morfologice adverse
semnificative dupa expunerea la hidrogeluri;

» profil genetic: analiza profilului genetic al celulelor HaCaT dupa
expunerea la hidrogel a confirmat rezultatele experimentelor in vitro,
indicand lipsa unui impact negativ semnificativ;

» aplicare topica: hidrogelurile au prezentat o biocompatibilitate buna
atunci cand au fost aplicate topic pe pielea soarecilor BALB/c nude;

» expunerea embrionilor: nu s-a observat toxicitate la embrionii de pui de
gaina dupa expunerea la hidrogeluri.



