REZUMAT

Medicamentele uzuale au devenit insuficiente pentru tratarea pestilor.
Nanoconjugatele polimerice hidrofobe si hidrofile au fost dezvoltate pentru
administrarea terapeutica in scopul depasirii dezavantajelor terapiei conventionale.

Totodata, noconjugatele polimerice ofera un tratament mai eficient, iar efectele
adverse ale acestora sunt reduse. Ciclodextrinele sunt polimeri naturali mai favorabili
pentru a prepara sisteme conjugate de eliberare a nanoparticulelor datorita
proprietatilor lor fizice si chimice. Celelalte avantaje ale ciclodextrinelor sunt: pentru a
spori biodisponibilitatea si stabilitatea moleculelor de medicament si a le proteja de
factorii fizici, inclusiv pH-ul, temperatura si unele enzime. Acesti polimeri unici au
capacitatea de a forma nanoconjugate in mediu apos, Th mod spontan.

Teza de doctorat intitulata “Nanoconjugate utilizate n profilaxia si tratamentul
unor boli ale pestilor”, conform normelor in vigoare, este structurata in doua parti, ce
contine un numar de 152 pagini: partea |, sub denumirea de “Stadiul actual al
cunoasterii” cuprinde un numar de 35 pagini in care sunt prezentate pe de o parte date
sintetizate destre diferite patologii ale pestilor, iar apoi pe de alta parte date actuale
despre ciclodextrine si emulsii si partea a ll-a intitulata “Contributii personale” in care
sunt prezentate rezultatele ce s-au obtinut pe parcursul perioadei doctorale.

Prima parte, “Stadiul actual al cunoasterii” este desfasurata in patru capitole si
subcapitolele asociate si sunt cuprinse principalele grupe de paraziti care prezinta
motive de ingrijorare atat pentru vertebrate, cat si pentru nevertebrate si indica cele
mai importante publicatii pentru aceste grupuri; ulterior sunt prezentate date din
literatura internationald de specialitate cu privire la nanoconjugate ale ciclodextrinelor,
cum se formeaza, structura lor si cel mai important cum formeaza compusi de
incluziune cu anumiti principii activi. Apoi urmeaza descrierea metodelor de
complexare cu aceste ciclodextrine precum si céateva exemple de produse
farmaceutice ce contin acesti polimeri. Proiectarea creérii unui nanosistem
(nanoconjugat) cu ciclodextrine eficient pentru tinta administrarii pe cale orala se
bazeaza in mare masura pe cunoasterea cerintelor clinice si a parametrilor biochimici
care modificad profilul farmacocinetic al medicamentului de interes si permite o
manipulare deductiva a proprietatilor sale fizico-chimice pentru o livrare eficienta si o
interactiune biochimica in vivo. Dimensiunile particulelor, proprietatile suprafetei,
greutatea moleculara, hidrofobicitatea si incarcatura particulelor au fost toate
demonstrate ca proprietati fizico-chimice importante si reglabile pentru manipularea
aplicabilitatii clinice a nanoconjugatelor administrate pe cale orala.

in capitolul al IV-lea, care este denumit: “Tehnici si metode de studiere a
caracteristicilor functionale ale sistemelor de emulsie” se descriu notiuni generale
despre emulsii precum date actuale despre stabilitatea emulsiei, despre aspectul si
morfologia emulsiei, iar in final sunt evidentiate cateva concluzii.



Partea a doua a tezei de doctorat denumita “Cercetari proprii” se desfasoara
pe parcursul a opt capitole (V-XII), capitolul V este atribuit descrierii scopului,
obiectivelor si activitatilor studiului propus, urmat de trei capitole in care sunt expuse
detaliat toate partile componente aale fiecarui studiu facut, iar in final ultimul capitol
este desigur pentru concluziile finale in care sunt redate remarcile facute prin analiza
tuturor rezultatelor obtinute.

Capitolul al V-lea - “Scopul si obiectivele cercetarii”. Argumentarea ce priveste
importanta cercetarilor ce s-au efectuat vizeazad cateva aspecte: gasitea unui
medicament complexabil cu o ciclodextrina, obtinerea unui efect terapeutic asupra unei
boli parazitare ale pestilor si anume ihtioftirioza, iar in final realizarea unei compozitii
emulsionate pe baza de praziquantel si florfenicol cu proprietati antibacteriene si
antiparazitare pentru tratarea pestilor bolnavi.

in Romania, infestatiile cu paraziti la pesti au descrise intr-un numér de studii
preponderent in zona Deltei Dunarii si mai rar in celelalte zone ale tarii. Scopul acestei
teze a fost cel de a evalua potentialul terapeutic al unei compozitii medicamentoase
pentru ihtioftirioza ciprinidelelor crescute in sistem de acvacultura in Romania, prin
cercetari menite sa contribuie la imbunatatirea profilaxiei si combaterii infestatiei cu .
multifiliis. Tn acest sens, obiectivele propuse au constat in: 1) selectia unui polimer
capabil sa asigure transportul unui medicament antiprotozoaric; 2) alegerea principiului
activ ce urmeaza sa fie complexat cu polimerul; 3) caracterizarea complexului, 4)
evaluarea unui studiu in vitro la diferite concentratii, si 5) stabilirea eficacitatii prin
testare in vivo . Pentru aceasta, au fost realizate activitati corespunzatoare obiectivelor
propuse si unele cu carcter preliminar sau secundar acestora, intr-o ordine logica.
Activitatile indeplinite au vizat serii de analize fizico-chimice, precum si de analize
statistice.

In capitolul VI: “Patologia ihtiofaunei din sistemele de crestere intensiva” sunt
descrisi principalii factori care duc la aparitia bolii din acvacultura, iar apoi sunt realizate
doua studii asupra catorva boli parazitare de o importanta deosebita din tara noastra.

Un studiu realizat de noi s-a bazat pe diagnosticul de laborator al bolilor
parazitare ale ciprinidelor (Cyprinus carpio) dintr-un sistem de crestere in policultura
din judetul lasi, pe o perioada de sase luni. Acest studiu este o interpretare a
coinfectiilor parazitare la crap crescut in bazine de pamant, inregistrata in iarna si
primavara (decembrie 2014 pana in mai 2015) in sistem de policultura semiintensiva.
S-au colectat un total de 55 crapi si s-au detectat stadiile parazitilor care rezista pe
timpul iernii. Pestii au fost examinati clinic, zilnic. Diagnosticul parazitologic a fost
efectuat prin examinarea microscopica a branhiilor si a raclatului dermic, de la pestii vii
si proaspat morti. Investigatile noastre au condus la identificarea unui protozoar -
Ichthyophtirius multifiliis, doua trematode monogene - Gyrodactylus spp., Dactylogyrus
spp. si un copepod Lernea cyprinacea, cu intensitate diferitd in functie de temperatura
apei. A mai fost realizat un studiu de caz in care a fost descris un episod de ihtioftirioza
la pastravul fantanel (Salvelinus fontinalis) crescut in bazine de ciment intr-o ferma din
judetul Neamt. Folosind microscopia optica, parazitii au fost identificati la 100% din
pastravii examinati, la o intensivitate de 13 trofonti/peste. Aparitia acestei boli a fost o



surpriza pentru noi, deoarece apa care alimenteaza rezervorul provine dintr-o sursa
subterana si este considerata libera de entitati parazitare. Informatiile anamnezice
arata ca sursa elementelor invazive (tomitele de Ichthyophthirius multifiliis) a fost
reprezentata de pesti din familia ciprinidelor (Alburnus alburnus) introdusi ca hrana vie
pentru pesti.

In capitolul VIl - “Sinteza si caracterizarea complexului de incluziune al B-
ciclodextrinei cu diminazen aceturat” este analizat compusul complexat o ciclodextrina.
Ciclodextrinele - sunt biopolimeri macrociclici cu aplicatii potentale in livrarea tintita a
unor principii active micro/macro-moleculare cu efect terapeutic. In ciuda proprietatii
de includere puternica gazda-oaspete, lipsa capacitatii de legare celulara are aplicatii
limitate n livrarea de medicamente. in acest demers stiintific s-a ales B-ciclodextrina
(B-CD) pentru a forma un compus de incluziune cu diminazen aceturat (DA), care sunt
niste molecule bioactive, responsabile pentru activitatea antiprotozoarica. Complexul
de incluziune al diminazenului aceturat cu B-ciclodextrina a fost realizat si apoi
confirmat prin tehnici texturale, termogravimetrice, calorimetrice (DSC),
spectroscopice (FT-IR) si microscopice (TEM-microscopie electronica cu transmisie si
AFM-microscopie de fortd atomica). Pe langa aceste analize s-au mai realizat si niste
analize teoretice si de modelare moleculara cu ajutorul sowftware-ului Material Studio
4.0. Astfel, sistemul propus de incluziune B-Ciclodextrina-Diminazen Aceturat ar putea
fi utilizat ca un “carrier” medicamentului specific zonei de distributie. Acest
nanoconjugat a fost obtinut prin metoda liofilizarii in raport echimolar de 1:1. Apoi s-au
realizat o serie de caracterizari ale complexului format (nanoconjugatului), iar
destinatia lui a vizat studiul efectului antiparazitar asupra protozoarului I. multifiliis la
crapul de crescatorie.

In capitolul VIII intitulat - “Studiul in vitro al diminazenului complexat cu B-
ciclodextrina pentru Ichthyophthirius multifilis”— s-a testat efectul in vitro al compusului
complexat asupra protozoarului. Diminazenul aceturat (DA) este componentul activ a
unor medicamente tripanocide utilizate pentru tratamentul animalelor infectate cu
tripanosomiaza si babesioza. Acesta a fost selectat pentru a forma complexul de
incluziune cu B-ciclodextrina pentru a stabili efectul asupra protozoarului 1. multifiliis.
S-au stabilit pasii pentru testare, iar rezultatele au fost promitatoare.

S-au efectuat testele in apa filtrata pentru a permite excluderea automata a
posibilitatii de inactivare partiald sau totala a substantei testate in conditile date.
Acesta substanta a fost considerata a fi eficienta in vitro prin aceasta procedura, si mai
departe s-a ajuns la concluzia ca este eficient in administrarea baii sau in furajul
medicamento pentru pestii infestati. S-au determinat dozele finale care au fost testate:
100, 50, 25, 12.5, 6.2, 3.1, 1.5 si 0.8 ppm (mg/l) pentru substanta diminazen aceturat
administrata ca atare si pentru complexul B-ciclodextrind-diminazen aceturat.

Tn capitolul IX, denumit “Studiile in vivo privind investigarea complexului beta-
ciclodextrina-diminazen aceturat utilizat in tratamentul ciliatozelor”.

Administrarea orala a multor agenti chimici terapeutici raméane provocatoare
datoritd insolubilitatii gastrice si/sau disolutiei slabe, permeabilitatii intestinale



ineficiente si inactivarii pre-sistemice. Aceste probleme limiteaza avantajele confortului
tratamentelor obisnuite pe care le ofera medicatia obisnuita.

Aceasta parte a tezei se concentreaza asupra unor progrese recente Si
incurajatoare in aplicarea nanoconjugatelor cu B-ciclodextrina pentru administrarea
oralda a unor medicamente pentru ihtioftirioza pestilor. Este realizatd o prezentare
generalda a ciclodextrinelor si nanotehnologiei farmaceutice in sistemele de
administrare orala. Sunt, de asemenea, illustrate unele strategii fiind exploatate pentru
sinteza nanoconjugate puse in aplicare, precum si potentialul de navigare inteligenta
a tractului gastro-intestinal (TGI) al pestelui pentru biodisponibilitatea si biodistributia
optima.

Sunt discutate, de asemenea, perspective pentru utilizarea acestor
nanoconjugate din formularile eficiente in medicamente utile din punct de vedere clinic
pentru pesti.

Pentru testare s-au folosit 3 loturi a cate 7 pesti din specia Cyprinus carpio. Un
lot de control, un lot caruia i s-a dat furaj medicament simplu, un lot cu furgj
medicamentat cu complexul diminazen-B-ciclodextrina (DM-B-CD). Rezultatul a fost
unul imbucurator din punct de vedere terapeutic, in sensul ca s-a obtinut o reducere a
numarului de trofonti la finalul celor 10 zile de tratament. Dupa testare s-au realizat un
set de analize biochimice la 3 pesti din fiecare lot, cu diferente nesemnificative.

Capitolul X este intitulat “Conditionarea praziquantelului si florfenicolului pentru
unele coinfectii heterologice la crapul de crescatorie” si pune in discutie un nou sistem
farmaceutic de emulsii cu principii activi frecvent folositi si anume praziquantelul si
florfenicolul. A fost focusata atentia catre un sistem care sa trateze coinfectiile la pesti
deoarece multi cercetatori isi indreapta atentia doar asupra unui singur agent patogen.
O emulsie poate fi definita ca un sistem bifazic format din doua lichide nemiscibile,
dintre care una este dispersata fin si uniform ca globule prin cea de-a doua faza.
Deoarece emulsiile sunt sisteme instabile termodinamic, un al treilea agent,
emulgatorul este adaugat pentru a stabiliza sistemul. Dimensiunile lor mici conduc la
proprietati utile, cum ar fi suprafata mare pe unitate de volum, stabilitatea robusta,
aspectul transparent si reologia (comportamentul fluidelor non-newtoniene) reglabila.
Emulsiile se gasesc in diverse domenii, cum ar fi livrarea de medicamente, alimente,
cosmetice, farmaceutice si sinteza materialelor. In plus, ele servesc ca sisteme model
pentru a intelege dispersiile coloidale nanometrice. Metodele de inalta si joasa energie
sunt utilizate pentru a prepara emulsii, inclusiv omogenizarea la presiune inalta,
ultrasonicarea, temperatura de inversare a fazelor si punctul de inversiune a emulsiei,
precum si abordarile recent dezvoltate. In acest studiu, rezum3m metodele de
preparare a emulsiei, teoriile pentru a prezice dimensiunea picaturilor si aditivii chimici
care afecteaza stabilitatea picaturilor si aplicatiile recente in domeniul bolilor pestilor.
S-au preaparat emulsii pentru fiecare din cele doua medicamente, iar tinta pentru care
au fost formate acestea a fost aceea de a obtine o eliberare controlata a fiecaruia din
cele doua principia active. Pentru caracterizare s-a efectuat metoda dynamic light
scattering (DLS) care consta in

Realizarea acestor emulsii duble a dus la crearea unei propuneri pentru brevetare.



Capitolul XI denumit “Rezultate si discutii’ — rezuma coroborarea turutor
observatiilor si recultatelor din capitolele enumerate.

Ultimul capitol, capitolul XIl, - “Concluzii finale” sunt selectate 13 observatii
concludente ale cercetarilor ce reies din teza si sunt elaborate cateva remarci dupa o
analiza de ansamblu a datelor prezentate in capitolele anterioare. Rezultatele acestui
studiu ofera unele date noi cu privire la tratamentele folosite in acvacultura, prin
introducerea de noi formulari cu nanoconjugate. Observatiile facute pe parcursul
acestui studiu semnaleza posibilitatea tratamentelor prin implementarea unei noi
tehnici de prevenire si control al infestatiilor cu I. multifilis la crapul de crescatorie
(Cyprinus carpio).



