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Introducere

Ciclodextrinele (CD) sunt oligozaharide ciclice, cu distributie unica a zonelor hidrofobe/hidrofile,
rezultind o amfifilie topologica bine definita. Aceasta proprietate confera CD-lor avantaje distinctive in
formarea complecsilor de incluziune cu molecule lipofile mici, care sunt incluse 1n intregime sau partial in
cavitatea CD-nei, sau cu partea lipofild a unei proteine, care este inclusi partial in cavitatea CD-ei. In acest
mod pot fi imbunatatite stabilitatea si solubilitatea moleculei oaspete, sau molecula oaspete tinta poate fi
captatd sau mascatd, imbogatind domeniul de aplicare a CD-ei.

Insulina este medicamentul cel mai eficient in tratamentul diabetului; este o proteina, alcatuita din
doua lanturi peptidic, lantul A si lantul B, legate prin doua legaturi disulfurice. Modificari structurale pot
aparea in timpul depozitarii si utilizarii sale, ele putand fi clasificate ca modificari fizice sau chimice ale
moleculei. Degradarea insulinei rezulta in agregarea, precipitarea si formarea fibrelor insolubile care are
ca consecintd inactivarea substantei active. Pentru rezolvarea acestei probleme, in literatura de
specialitate, se pot gdsi mai multe incercari in care se formeazda complecsi ai insulinei cu folosirea
diferitelor tipuri de excipienti, inclusiv CD.

In ultimii zece ani se poate observa o tendinti de crestere in cercetarea nanofibrelor polimerice
care sunt functionalizate cu CD sau sunt obtinute doar din ciclodextring, fara polimeri. Aceste nanofibre
au proprietati deosebite, fiindca pot forma complecsi de incluziune cu o substanta activa, prin care au
capacitatea de a creste solubilitatea, biodisponibilitatea, rezistenta termicd si stabilitatea substantei
active, incorporata in nanofibrele respective.

Obiective

In cadrul acestei cercetiri ne-am propus dezvoltarea unei metodei simple si cost-eficiente pentru
formarea nanofibrelor cu CD si incorporarea insulinei in nanofibre de CD cu scopul cresterii solubilitatii a
moleculei de insulina, la un pH mai ridicat.. Partea experimentala este structurata in 3 capitole in care
sunt prezentate cei trei pasi parcursi pentru obtinerea nanofibrelor de insulina-CD: complexarea insulinei
cu 5 grupe de CD, dezvoltarea unei metode pentru obtinerea nanofibrelor de CD si formarea si studiul
nanofibrelor de insulind-CD.

Studiul 1: Complexarea CD-lor cu insulina folosind modelarea moleculara

Scopul acestui studiu este obtinerea de diferisi complecsi ai insulinei cu fiecare ciclodextrina
utilizata ca excipient farmaceutic (CD native: a-CD, B-CD, y-CD; si CD substituite: metil-a-ciclodextring,
metil-B-ciclodextring, hidroxietil-B-ciclodextrind, hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), sulfobutileter-pB-
ciclodextrina (SBEBCD), cu diferite grad de substitutie (DS)). Aceasta complexare s-a efectuat, in silico,
prin modelare moleculard, prin andocarea insulinei in programul AutoDock, pentru a gasi ciclodextrinele
optime utile pentru formarea complecsilor cu un monomer de insulina.

In concluzie, conform datelor obtinute folosind modelarea moleculara, putem afirma ca insulina
poate forma complecsi stabili cu: CD native, cu HPBCD (DS 1-4) si cu SBEBCD (DS 1-3). De obicei, acesti
complecsi se formeaza Intr-un raport molar insulina:ciclodextrina de 1:5-7.

Complexul cel mai avantajos s-a format cu SBEBCD (DS 2), iar energia de legatura cea mai
avantajoasa (micd) s-a obtinut pe lantul B al insulinei, in jurul resturilor B:LYS29 si B:THR30, ea avand o
valoare de -18,70 kcal/mol. Resturile mentionate, au intrat in cavitatea ciclodextrinelor in majoritatea
cazurilor, impreuna cu alte 4 resturi: A:LEU13, B:PHE1, B:HIS10, B:TYR16.

Luand in considerare numarul legaturilor de hidrogen detectate in complecsi si energiile de
legatura calculate folosind programul AutoDock, se poate prezice ca insulina formeaza un complex stabil
cu 5-7 molecule de HPBCD sau SBEBCD. In urma acestei complexiri, CD-le mentionate au un potential
ridicat de a preveni sau de a amana formarea fibrelor insolubile al insulinei, crescand stabilitatea insulinei
prin acest efect.

Studiul 2: Obtinerea si studiul nanofibrelor din CD

Scopul cercetdrii noastre a fost obtinerea de nanofibre, fara continut de polimeri, din HPBCD si
SBEBCD. In acest scop s-au preparat cate patru solutii de concentratii diferite din ambele tipuri de CD. Din
HPBCD s-au folosit urmatoarele concentratii: 170%, 180%, 190% si 200% (v/w - solutii apoase) iar din
SBEQBCD s-au preparat urmatoarele concentratii: 210%, 220%, 230% si 240% (v/w - solutii apoase).



Pe baza rezultatelor se poate declara ca am reusit, folosind aparatul pentru electrospinning
dezvoltat ,in house”, obtinerea nanofibrelor de HPBCD si SBEBCD la un randament de 1,5 ml/h, in
prezenta unei tensiuni de 25 kV, la o temperatura de 25-28°C, la o umiditate de 45-50%, folosind un ac de
seringa 24G in cazul HPBCD-ei si un ac de seringa 22G in cazul SBEBCD-ei. Fibrele au fost colectate pe o
folie de aluminiu, iar distanta intre ac si colector a fost de 13-15 cm 1n cazul solutiilor de HPBCD si 9-11
cm in cazul solugiilor de SBEBCD. Nanofibrele de HPBCD obtinute au o calitate satisfacitoare, iar
nanofibrele de SBEBCD au o calitate buna.

In cazul nanofibrelor obtinute din HPBCD, concentratia ideald pentru solutia de electrospinning
este de 200%. Din solutii cu concentratii cuprinse intre 170-180% s-au format mai putine fibre pe
unitatea de timp, aceste fibre nu aveau un aspect corespunzator, adica contineau picaturi din solutia
pentru electrospinning. Acest fenomen a fost observabil mai ales in timpul testelor de dizolvare si
dezintegrare, influentand negativ calitatea fibrelor obtinute. Din solutiile cu o concentratie de 200% s-au
format fibre in cantitate mare in unitatea de timp (comparativ cu celelalte concentratii), sub forma unor
filme voluminoase, In straturi groase cu parametri de dizolvare si dezintegrare corespunzatori.

In cazul nanofibrelor de SBEBCD formarea nanofibrelor n-a fost atat de eficientd ca in cazul
nanofibrelor de HPBCD. Formarea nanofibrelor s-a realizat intermitent, cauza fiind, probabil, tensiunea
insuficienta. Acest fapt este mentionat si in literatura de specialitate, din date reiesind ca pentru formarea
nanofibrelor de SBEBCD, tensiunea folosita a fost de minim 40 kV. Folosind o tensiune de 25 kV 1n studiul
nostru, se pot obtine nanofibre, dar cu un aspect necorespunzator. Aceste nanofibre sunt umede,
aderente, fapt ce face dificila manevrarea lor. Totodata, aceste fibre contin In cantitati mari picaturi din
solutia pentru electrospinning, astfel Incat proprietatile de dizolvare si dezintegrare a fibrelor devin
necorespunzatoare.

Studiul 3: Prepararea si studiul nanofibrelor obtinute din complecsi ai CD cu insulina

Studiul de fatd a avut ca scop dezvoltarea unei metode electrospinning cost-eficiente pentru
incorporarea insulinei in nanofibre de HPBCD fara folosirea polimerilor ca substante adjuvante,
examinarea nanofibrelor obtinute din punct de vedere morfologic, efectuarea de teste de dizolvare si
dezintegrare, respectiv studiul formarii complecsilor de incluziune si determinarea continutului de
insulind din nanofibrele obtinute. Pentru evaluarea calitatii nanofibrelor de insulina-CD, s-au studiat
comparativ proprietatile nanofibrelor cu insulina cu nanofibrele de CD necomplexata.

Costul metodei era redus In mare parte prin folosirea aparatului pentru electrospinning construit
de mine. Acesta era confectionat din plexiglas si are componente ieftine, usor accesabile. Inovatiile aduse
au avut o influenta importanta asupra metodei electrospinning care a fost modificatd prin eliminarea
tubului conector, aflat Intre seringa si ac, simplificand astfel metoda in etapele de pornire si de curatare a
aparatului.

Ca substanta de baza a nanofibrelor am folosit cu succes HPBCD. HPCD are capacitatea de a forma
complecsi de buna calitate cu insulina, deoarece aceasta se incorporeaza complet in nanofibre si nu se
poate observa nici o diferinta morfologica intre nanofibrele ,goale” si nanofibrele cu insulina. Cu ajutorul
HPBCD-neij, insulina rezista procesului de electrofilare, iar in timpul procesului nu se pierde din cantitatea
incorporata in solutie. HPBCD ajuta la dizolvarea insulinei in apd, precum si la dizolvarea insulinei in
solutia tampon fosfat cu pH=6,8.

Originalitatea tezei

Teza de doctorat are trei aspecte importante din punctul de vedere al originalitatii. Primul aspect
este elaborarea metodei de andocarea a moleculei de insulind cu mai multe molecule de ciclodextrin3, cu
formarea unui complex constituit din 6-8 molecule. Al doilea aspect este dezvoltarea metodei
electrospinning pentru obtinerea nanofibrele de HPBCD cu construirea, in forma imbunatatita, a
aparatului pentru electrospinning. Al treilea aspect este obfinerea complecsilor de incluziune intre
HPBCD siinsulina si transformarea lor in nanofibre.

in studiul 1 am obtinut, prin modelare moleculard, complecsi ai insulinei cu CD native si CD
substituite cu diverse grupari functionale si grade de substitutie. Procesul de andocare a fost realizat in 3
pasi inovativi, prin care s-au eliminat limitarile programului AutoDock, deoarece acest program in
decursul andocarii poate prelucra un numar limitat de legaturi flexibile si poate cupla printr-o andocare



doar un ligand. Acesti pasi realizati prin andocare oarbd, andocare scurtd, andocare flexibila, salvarea
complecsilor pentru utilizare in urmatorul proces de andocare scurtd a dus la obtinerea de complecsi ai
insulinei cu multiple molecule de ciclodextrina.

In studiul 2 s-a dezvoltat un aparat inovativ pentru electrospinning, potrivit pentru obtinerea
nanofibrelor de HPBCD, eventual SBEBCD. Acest aparat s-a confectionat din componente simple, cost-
eficiente, rezolvand cu solutii simple problemele metodei electrofilarii, cum ar fi monitorizarea
temperaturii sau controlul umiditatii. Cu ajutorul noului design al aparatului am simplificat procesul de
electrospinning si am obtinut cu succes nanofibre de HPCD si SBECD.

In studiul 3 am realizat complecsi de incluziune insulini-HPBCD pe care l-am transformat in
nanofibre folosind metoda electrospinning, fara a utiliza substante auxiliare. Complecsii de incluziune sub
forma de nanofibre au fost studiate din punct de vedere morfologic, prin studii de dezintegrare, de
dizolvare, respectiv prin studii termale pentru demonstrarea existenta complecsilor de incluziune, iar cu
electroforeza capilara s-a determinat cantitatea de insulina incorporata in nanofibre.



