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TRATAMENT TOPIC AL LEZIUNILOR PARODONTALE BAZAT PE
ASOCIEREA MELATONINA - ACID HIALURONIC - TETRACICLINA $I
METRONIDAZOL

Autori: Corina Marilena Cristache, Eugenia Totu, Andreea Cristiana Didilescu,
Roxana Madalina Buga, Gheorghe Cristache

Boala parodontald reprezintd o afectiune cu etiologie complexd, microbiana, la care
contribuie o serie de factori predispozanti generali de origine exogena si factori functionali,
cu evolutie lentd sau agresiva, care, morfologic, se caracterizeaza prin distrugerea
elementelor de suport dentoparodontal, aparitia pungilor parodontale si mobilitati dentare
[1]. Boala parodontald prezintd semne distructive ale gingiei si ale suportului
dentoparodontal, care se dezvolta prin procese inflamatorii, induse de biofilmul microbian,
principiu enuntat de catre Loe si colab. [2]. Inflamatia nu se limiteaza doar la tesuturile
parodontale, bacteriile $i mediatorii inflamatori pot s patrunda in circuitul sangvin si sa
disemineze sistemic, avand un impact semnificativ asupra starii generale de sanatate [3].
Conform raportului Organizatiei Mondiale a Sanatatii (WHO Fact Sheet N°318, April 2012),
parodontopatia severa, se intalneste la 15-20% din adultii de varsta mijlocie.

Boala parodontala reprezintd cauza principald a pierderii dintilor la nivel global, persoanele
afectate prezentand crescut risc de pierdere a unui numar mare de unitati masticatorii, cu
instalarea edentatiilor intinse/totale, disfunctiilor masticatorii, cu afectarea nutritiei si a calitatii
vietii in general, avand un urias impact economic [4].

Tratamentul bolii parodontale este unul complex si se adreseaza: (1) reducerii conditiilor de
dezvoltare si de virulentd a complexului bacterian din placa bacteriana si punga parodontal3,
fiind local si general antimicrobian, prin antiseptice, antibiotice si igienizare, (2) sustinerii
apdrarii organismului constdnd n administrarea unei medicatii trofice gi a diferite
medicamente cu efect imunomodulator si, nu n ultimul rand, (3) tratamentul afectiunilor
sistemice care influenteazad raspunsul imun, situatie in care se apeleaza la consultul
interdisciplinar si la colaborarea cu medicii de specialitate [5].

Tratamentul modern al parodontopatiei incepe cu indepartarea biofilmului bacterian prin
detartraj si planarea radicularad/surfasajul radicular (scaling and root planning - SRP), urmata
de o terapie adjuvantd medicamentoasd care tinteste controlului infectiei si inflamatiei.
Tratamentul medicamentos al parodontopatiei, administrat local si/sau sistemic, utilizeaza fie
factori antiinfectiosi, fie agenti imunomodulatori care sa intareasca raspunsul imun al gazdei.
Tratamentului topic este recomandat ca prima optiune terapeutica [5], in fata celui sistemic.
Pasta TM, contributie a $colii moderne de Parodontologie din Bucuresti [6] are urmatoarea
compozitie: Tetraciclind (3g), Metronidazol (3g) mixate cu vaselinad alba (100g). Pasta TM
reprezinta un tratament antimicrobian topic aplicat cu rezultate bune, cunoscut fiind faptul ca
Tetraciclinele sunt considerate preparate ce manifestad efecte modulatoare asupra gazdei,
adica realizeaza inhibitia activitatii colagenazei in tesutul gingival al pacientilor cu parodontita
cronica [7]. Metronidazolul este indicat in parodontita generalizata cu detectie pozitiva pentru
Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus, Treponema denticola, Prevotella
intermedia, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum. Aplicarea locala a
Teraciclinei sub forma de fibre, la pacienti parodontpatie cronicd cu adancime fa“sohdare
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(PD) > 5 a aratat o reducere semnificativd a pungilor parodontale cu 0.7 mm, comparativ cu
grupul control (numai SRP) [8]. Un rezultat mult mai slab a fost obtinut cu aplicarea topica a
Metronidazolului si Clorhexidinei (<0.4 mm) [9].

Contributia originald in cadrul acestei aplicatii pentru brevet o constituie adaugarea
de Melatonina 0.18g si Acid Hialuronic 3g in compozitia pastei TM.

Melatonina, hormon endogen sintetizat in principal in glanda pineala dar si in alte tesuturi
(retind, maduva osoas3, tract gastro-intestinal, piele, etc.) pornind de la Triptofan, intr-un ritm
circadian, are multiple roluri la nivelul cavitdtii orale. Aceste roluri sunt in special bazate pe
efectul antioxidant, antiinflamator i actiunii sale de mediator in neoformatia osoasa.
Mecanismul de actiune al melatoninei asupra osului alveolar consta in stimularea diferentierii
osteoblastelor si mineralizarea matricei osoase nou formate si prin inhibarea activitatii
osteoclastelor (responsabile de liza osoasd) prin cresterea osteoprotegerinei (OPG) si prin
actiunea asupra NF-kB ligand (RANKL) [10]. Mai mult, Montero si colaboratori au ararat ca
aplicarea topicd a melatoniei (gel 1%) pe o perioadd de 20 zile la pacienti diabetici a
derminat o imbunétatire semnificativa a indexului gingival si o reducere a adancimii pungilor
parodontale statistic semnificativd, comparativ cu placebo. De asemenea s-a obsevat
reducere statistic semnificativd a concentratiei interleukinelor 1L-18 si IL-6 si a
prostaglandinei E2 in lichidul crevicular, evidentiind astfel efectul antiinflamator al
melatoninei aplicate topic [11]. Tn plus, este cunoscut faptul ci utilizarea melatoninei pe
peroada indelungatd produce efecte adverse minore (inducerea starii de somnolentd), in
administrare sistemica [12]. Cavalcante si colaboratori, intr-un studiu clinic randomizat, au
aratat reducerea stresului oxidativ la pacienti cu obstructie pulmonard cronicid dupa
administrarea pe o perioadad de 3 luni a 3mg melatonina pe zi, cu eliberare rapida, fara
efecte adverse inregistrate [13].

Acidul hialuronic, un glicozaminoglican produs in principal de celulele mezenchimale insa
si de alte tipuri de celule [14], se gaseste in cantitdti mari In corpul uman, fiind parte
componenta a matricei extracelulare [15]. Este un biomaterial cu proprietéti atractive datorita
participarii in structura si functionalitatea celulelor, intrd in componenta tesutului conjunctiv,
epitelial, nervos. Prin proprietatile sale vasco-elastice si prin marea capacitate de hidratare,
acidul hialuronic joaca un rol important in controlul hidratarii tisulare [16,17], si stimuleaza
vindecarea tisulari. In plus, Sakay si colaboratori au raportat rolul acidului hialuronic
extracelular in medierea activitatii antifungice (anti Candida) a celulelor epiteliale [18],
aceasta caracteristica fiind de mare interes pentru patologia cavitdtii orale. Acidul hialuronic
poate fi utilizat, dupa liofilizare sau esterificare intr-o varietate de structuri sau configuratii
cum ar fi bureti sau membrane, cu ratd variabild de biodegradare pentru obtinerea
materialelor de regenerare osoasa utilizate in parodontologie [19]. Efectul bacteriostatic (in
special pe S. aureus si A. actinomycetemcomitans) a ambelor forme de acid hialuronic (cu
greutate moleculard mica si mare [19] cat si efectul fungistatic (pentru C. afbicans) [36] a
formei cu greutate moleculard mare, face din acidul hialuronic un produs atractiv pentru
utilizarea topica in cazul tratamentului parodontitei marginale cronice. In plus studiile de
toxicitate au ardtat lipsa efectelor adverse ale acidului hialuronic in administrare locala
(topicd sau injectabild) ori sistemicd [20]. Forma pentru administrare topica disponibila
commercial este Gengigel® (Ricerfarma, Milano, Italia) gi contine 0.2% hyaluronon gel (acid
hialuronic cu greutate moleculard mare).

Desi, fiecare dintre cele doud componente au fost utilizate separat, pand acum, nu sunt
studii asupra matricilor complexe in care melatonina §i acidul hialuronic s se afle in
amestec. Prin urmare, propunerea acestei aplicatii de brevet de a folosi melatonina si
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acidul hialuronic in amestec complex (impreuna cu tetraciclina si metronidazol) este
prima de acest fel in medicina dentari.

In contextul structurilor specifice ale fiecarei componente considerate pentru noul material de
tratament, trebuie evidentiatd mentinerea activititii specifice a fiecarei componente si
actiunea sinergica a acestora.

Metode de investigatie aplicate

Pentru urmdrirea individualitatii fiecarui component al materialului de tratament propus, s-au
foslosit ca metode de investigare metode spectrofotomerice de analiz3, si anume: analiza
FT-IR, analiza spectrofotometricd UV-Vis si derivata () a spectrofotometriei UV-Vis.

S-au efectuat analize FT-IR pentru fiecare componentd a materiaiului de tratament, urméand
apoi combinatii intre acestea pentru a observa dacd cumva vreuna dintre componente se
influenteaza reciproc. In final, s-a urmarit si spectrul FT-IR pentru toate componenteie
prezente in amestecul de tratament.

Analiza in UV-Vis a permis realizarea curbelor de calibrare specifice ca urmare a inregistrarii
spectrelor de absorbfie. In cazul in care maximele de absorbfie a componentelor, de
exemplu, melatonina si acid hialuronic, se suprapun sau se afla la distanta foarte mica astfel
incat nu pot fi decelate cu precizie, s-a aplicat prima derivata a curbelor spectrofotometrice
UV-Vis. In situatia nici derivate intdi nu poate face diferentierea clara intre maximele
prezente, s-a aplicat si derivata a doua acurbei spectrofotometrice [21,22].

In aplicarea primei §i celei de a doua derivate a spectrelor UV-Vis am folsosit aparatul
matematic bazat pe faptul ca, absorbanta, A, exprimata in functie de lungimea de unda, % ,
se poate exprima prin:

Ordin zero de derivare: A=f(4) (1)
dd_

Prima derivata: El__f A (2
d*4 "

A doua derivata: dr =" (3)

Derivata de ordin unu reprezintd viteza de modificare a absorbantei faid de lungimea de
unda. O derivata de ordin unu incepe si se termind la zero. De asemenea, ea trece prin zero
la aceeasi lungime de undd Amax @ benzii de absorbtie. Fatd de aceste puncte se pot
inregistra variafii pozitive sau negative avdnd maxime sau minime la aceeasi lungimi de
undd cu punctele de inflexiune din benzile de absorbtie. Acest funciie bipolara este
caracteristica pentru toatre derivatele de ordin impar [23]. Cea mai importanta caracteristica
a derivatei de ordin doi este banda negativd cu minim la aceeasi lungime de unda cu
maximul benzii de ordin zero. De asemenea, apar in plus doud benzi satelit pozitive de
fiecare parte a benzii principale.

O banda puternicd negativd sau pozitivd cu minimul sau maximul la aceeasi lungime de
unda cu Anmax @ benzii de absorbiie este caracteristica derivatelor de ordin par [24].

Daca presupunem ca spectrul de ordin zero respectd legea Lambert-Beer-Bouguer, atunci
va exista o relatie de liniariate Tntre concentratie si absorban{d (amplitudine) pentru
derivatele de toate ordinele.

Pentru ordin zero: A=¢-l-¢c (4)
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Pentru derivate de ordin intai: =5 be (5)
Pentru derivata de ordin doi: $i=Ltnc (6)
unde: A - lungimea de unda, A — absorbanta, ¢ - absortivitatea molard medie, | — lungimea

drumului optic parcurs, ¢ — concentratia molara a probei.
In cazul sistemelor multicomponent, in care componente nu interactioneaza intre ele, se
aplica legea aditivitatii absorbantelor astfel:

m m
Aam'—‘ZEn'l'Cngl'ZEn'cn ™
n=1 n=1

Pentru un amestec cu m componente independente intre ele, derivata de ordin r a spectrului
va fi datd de suma derivatelor de ordin r a spectrelor individuale:

'A< d'4A, A

dir — Ly di ®)
Spectrofotometria derivatd oferd o crestere in sensibilitatea §i selectivitatea metodei
comparativ cu spectrofotometria clasicid [25]. Aceastd metodd de investigatie a fost
aplicatd si pentru amesctecul complex contindnd melatonind, acid hialuronic,
tetraciclina si metronidazol.

Studiul posibilelor interactii intre melatonina si acid hialuronic prezente
simultan intr-o matrice compozitd complexa.
Materiale si procedura
Melatonina, acidul hialuronic, tetraciclina si metronidazolul au fost achizitionate de la Sigma-
Aldrich (Gemania), iar solventul utilizat, alcoolul etilic de la Merck (Germania). Toate
materialele au fost de nalta puritate. Apa deionizatd a fost purificatd prin sistemul Milli-Q
(Sartorius GMBH Gottingen, Germania). S-a folosit baie ultrasonicd pentru amestecuri $i
triturare in moara (Retsch-PM 100) pentru omogenizarea probelor solide.
Chimicalele utilizate au fost folosite in stare purd. Pentru acidul hialuronic s-au folosit doud
seturi de solutii avand concentratii intre 1 - 4 mg/mL gi intre 30 — 90 uyg/mL pentru trasarea
curbelor de calibrare. Solutile au fost realizate Tn apa deionizatad (conductivitate de 128
pS/cm?), iar dupa preparare solutiile au fost mentinute la intuneric i maxim 8°C. Probele de
melatonina au fost obtinute n alcool metilic, realizdndu-se un stoc de solutie de concentratie
3mg/mL. Curbele de calibrare pentru melatonind au fost de asemenea realizate pentru solutii
cu concentratii intre 30 ~ 90 pyg/mL Amestecul acid hialuronic — melatonind s-a preparat
dizolvand initial melatonina $i apoi addugand acidul hialuronic. Pentru omogenizare
amestecul a fost mentinut 20 min fn baie ultrasonic termostatata (40°C).
Pentru efectuarea studiilor de analizd in UV-Vis, s-a utilizat un spectrofotometru Varian Cary
50 UV-Vis, avand urmatoarele caracteristici: dublu fascicol, lungimea de unda baleiatd , A €
(200 — 800 nm), la o rezolutie de 1 nm, ldtimea fantelor 1 nm, vitezd de scanare 400 nm/s.
Pentru determinari s-au folosit cuve de cuart avand grosimea de 1 cm. Temperatura de
lucru a fost 25°C. Spectrul a fost inregistrat pentru A € (200 — 450 nm).
Spectroscopia IR cu Transformta Fourier (FTIR) permite detectarea componentelor unor
amestecuri complexe de compusi cu activitate biologica. Astfel, probele pot fi diferentiate
prin identificarea compozitiilor chimice ale moleculelor sau macromoleculelor din probele
biologice complexe sub observatie [26]. Pentru efectuarea determinarilor FT-IR nu a mai fost

necesard pregéatirea/pastilarea lor in KCI datorita utilizarii echipamentului cu sferd (diamant)
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de atenuare a reflexiei (ATR). Determinarile FT-IR pentru probele solide au fost realizate pe
un echipament Brucker Tensor 27 (ATR) pe un domeniu spectral intre 4000-500 cm™
Rezolutia spectrald a fost de 4 cm’'. La fiecare scanare s-a efectuat spectrul background
Spectrele inregistrate au urmarit absorban;a in functie de numarul de unda (cm™") permitand
identificarea principalelor benzi de absorbtie. Datele obtinute au fost prelucrate cu ajutorul
softului OPUS NT 7.0 (Brucker Optics, Germany).

Cantitatile luate spre analizd in amestecul substantelor solide considerate pentru realizarea
materailului de tratament, au fost: melatonind (MEL) — 3 mg, acid hialuronic (HA) — 100 mg,
tetraciclina (T) — 3 mg, metronidazo! (MZ) - 3 mg. Cantititile au fost considerate normalizate
la 109 mg amestec total. Se intentioneaza folosirea acidului hialuronic ca si vehicul pentru
celelate componente active (MEL, T, MZ).

Motivare calcul cantititi substante

Pasta magistrald, TM, utilizatd in mod curent in practica stomatologica de tratare a plagilor
parodontale a fost consideratd ca si referintd, avdnd compozitia: 125 mL vaselina alba, 3 g
tetraC|cI|na si 3 g metronidazol. Densitatea vaselinei albe folositd ca vehicul este de 0,8
g/cm?® = 0,8 g/mL. Astfel, dach densitatea = masa/volum, vom avea: 0,8 g/mL = masa / 125
mL si prin urmare; masa vaselinei va fi de 100 g. Daca la 100 g vaselind se folosesc 3 g
tetraciclina, atunci la 100 mg (céat se considera masa vehicolului acid hialuronic) se vor folosi
3 mg tetraciclind. Similar se aplica rationamentul $i pentru metronidazol.

In acord cu datele din literaturi/farmacopee, dozajul MEL trebuie sa fie cuprins intre 3-10
mg/zi, astfel incat cantitatea adaugata de MEL a fost de 3 mg/zi pentru a preintdmpina orice
posibile efecte secundare.

Acidul hialuronic se poate administra intre 100 - 300 mg/zi, iar masa sa moleculara poate
varia intre 2 kDa gi 750 kDa. Date din literaturd au aratat ci admisitrarea acidului hialuronic
de masa moleculard mai redusa prezintd abiliti{i de penetrare imbunatétite, in timp ce acidul
hialuronic de mas3d moleculard mai mare are actiune mai eficace asupra regenerarii
tesuturilor. Astfel, acidul hialuronic folosit are 0 masa moleculara medie, de 300 kDa, care sa
prezinte atat avantajul unei patrunderi mai usoare in tesut precum si cel al actiunii de
refacere a tesutului.

Rezultate gi discutii

Analiza spectrala FT-IR

Cu ajutorul analizei FT-IR au fost studiate atat spectrele individuale ale fiecarei componente
cat si pentru matricea complexa obtinuta.

Melatonina este o substantd avand un coeficient ridicat de partitie, log P de 1,2 [27], si se
localizeaza preferential la interfetele hidrofilice/hidrofobice conducand astfel la dezordonarea
fosfolipidelor la nivelul intinderii asimetrice a legaturilor din -CH; si a legaturilor de hidrogen
realizate intre legéturile intinse de carbonil i gruparea PO?%[28,29].

Spectrul FT-IR al melatonlnel Fig.1, prezintd benzile majore pentru gruparile funcfionale Ia
3306 si 3260 cm™ (vibratii de |nd0|re pentru N-H si intinderea C-N), 1492 si 1550 cm™
(vibratia pentru C= aromatic), 1630 cm™ (vibratia legturii C=0), 1180 si 1217 cm™ (vibratia
legaturii -C-O). Aceste date experimentale sunt in acord cu studii anterioare [30, 31]

Spectrul FT-IR prezints, de asemenea, benzi de absorbtie la 1650 si 1550 cm™ respectlv
reprezentand vibratii pentru cele doua grupari amidice | si II, lar la 1750 cm apare
intinderea legaturii carbonil. La numerele de unda 2870 si 2960 cm™, apar benzile de vibratie
corespunzatoatre mtmderu simetrice a legaturii CH;. Prezenta ben2|lor de absorbtie de la
1477, 3217, 1431 cm™ confirm4 manifestarea vibratiilor de ntindere pentru legturile C-N,
N-H, C-H, si C-C.

Acidul hyaluronic are un spectru FT-IR cu benzi distinctive de absorbtie.
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Spectrul FT-IR pentru acidul hialuronic, Fig.2, evidentiazid numerele de unda la care apar
benzile de absorbtie caracteristice §i care sunt prezentate in Tabelul 1.

Din spectrul FT-IR al acidului hialuronic se evidentiaz& banda de ntindere N-H din gruparea
amidica pe regiunea intre 3200-3600 cm™'; mai apare o banda amidic# la 1595-1710 cm™” ce
ar putea fi atribuitd intinderii C=0 si |ndo|r|| N- H De asemenea, este si o banda specifica
pentru indoirea C-H in reqlunea 1350-1480 cm™, iar intinderea C-O din ciclul de proteoglican
apare intre 985-1140 cm

Tabel 1. Principalele benzi de absorbtie FT-IR caracteristice pentru acidul hialuronic

Nr de unda (cm™) Grupare functionali Tip vibratie
3422 O-H Intindere simetrica
N-H Intindere amid3
3016 C-H aromatic Intindere simetric
2918 CH, Intindere asimetrica |
1654 CONH(C=0) Intindere |
1473 CH, Tndoire
1397 =C Intinere simetrica
1303 co Indoire asimetrica |
1245 co Intindere simetrica ]
1161 C-O (alcool) Intindere simetrica
1078 C-O (alcool) Intindere asimetrica
962 C-CH Indoire simetrica
937 C-C-C Indoire asimetrica

Tetraciclina - Spectrul FT-IR al tetraciclinei, permite urmarirea principalelor grupe
functionale ce o alcatuiesc [32].

{n Tabelul 2 sunt prezentate principalele benzi de wbratle ale caror semnale pot fi identificate
in spectrul FT-IR al tetraciclinei — Fig. 3. Dintre compusii utilizati, tetraciclina prezinta cel mai
bogat spectru FT-IR.

Cei mai multi compusi aromatici polinucleari, cum este $i tetraciclina, prezinta in general 34
benzi de absorbtie in regiunea 3000-3100 cm™. Aceasta se datoreaza vibratjilor de intindere
ale legaturilor C-H ale nucleului aromatlc si prezinta intensitate medie catre putemica. Astfel,
benzile de la 3000 si 3049 cm™ sunt asociate cu vibratiile C-H ale nucleului fenilic. O sene
de deformari in cadrul planului ale legaturii C-H se manifestad in regiunea 1300-1000cm™,
fiind benzi ascutite i cu intensitate medie spre slaba. Cum sunt posibile o serie de mteractn
este necesard o atentie sporitd in interpretarea benzilor de absorbtie-vibratie din zona
substituentilor polari la nucleul benzenic, ceeace ar putea duce la cre$terea intensitétii
acestor benzi. Vlbratule de intindere ale legaturii C-C din nucleul benzenic apar in reglunea
1625- 1530 cm’’, manifestandu-se vibratia scheletului benzenic, de intensitate mare, in jur de
1500 cm™. Tn spectrul tetra0|cllne| s-au observat vibratii ale nucleului aromatic la 1452, 1527,
16562, 1618 si 1666 cm™'. Mai mult, la 567 cm™ este prezenta banda de absorbtie pentru
deformarea in afara pIanquu a inelului aromatic. Gruparile metil prezintd doua tipuri de
vibratii de intindere: contractia sau expansiunea simetricd $i contractia sau expansmnea
asimetrici pentru legaturile C-H. De asemenea, banda de absorbtie de la 1358 cm™ a fost
atribuitéd vibratiei de Tndoire a gruparilor dimetil terminale geminale. Frecventa intinderii
legaturii N-H este micgorat datorita formarii legaturilor de hidrogen. In zona specifici pentru
intinderea legaturilor N-H si O-H au loc suprapuneri ale acestora, de aceea au fost
mentionate impreund Tn tabelul asociat spectrului FT-IR al tetracliclinei. Grupéarile amidice
manifestd doud benzi de vibratie de intensitate medie corespunzator vibratiilor ge:intindere

1
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simetrice si asimetrice ale N-H. Datoritd legaturilor de hidrogen formate, aceste benzi de
absorbtie apar la 3108 si 3049 cm™. o
Tabelul 2. Atribuirea benzilor de vibratie caracteristice spectrului FT-IR al tetraciclinei

Nr. de und3 (cm™) | Grupare / legaturi Tip vibratie
3383 O-H Legéturi hidroxil associate (leg. H)
3312 O-H Grupare hidroxil asociata
3108 N-H intindere asimetrica
3049 N-H Intindere simetrica

C-H Intindere C-H aromatic
3000 C-H ‘Intindere C-H aromatic
2916 CH, Intindere asimetrica
2866 CH,4 Tntindere simetrici
2776 C-H Intindere in cadrul grupérii metil
2674 . o - e s @y
1666 Inel aromatic ¢ Infindere; ™ =% SwmATE AR
1618 C=0
1584
1552 Inel aromatic Tntindere
1452 Inel aromatic intindere

CH, Indoire asimetrica
1358 c-0 Intindere

CH, | Indoire simetric

Dimetil terminal geminal | Indoire

1234 C-N Tntindere
1178 c-Cc intindere
1137 c-C Intindere
1112 C-H Indoire in plan
1037 C-N Intindere
1002 C-0 Intindere
a50 C-N Intindere
839
771 C-H aromatic Indoire n afara planului
744
678
641 cC ‘Indoire in plan’

C-H indoire in afara planului
567 c-C Indoire In afara planului

Metronidazol are formula chimica 2 -metil-5-nitroimidazole -1-etanol (CgHgN203).

Grupurile functionale prezente in structura chimicd a analitului, metronidazol, confera
aspectul benzilor vibrationale caracteristice (intindere, indoire etc.) pentru spectrul FT-IR,
care este unic in funclie de gruparile functionale particulare [33,34]. Aceste benzi
‘vibrationale sunt interpretate pentru caracterizarea structuralda a compusului metronidazol
analizat.

Spectrul FT-IR ale metronidazolului de control (care nu se afla in matricea complexa) este
prezentat in Fig.4. Esantionul de control al metronidazolului prezintd o banda vibrationala
caracteristica pentru intinderea C-H la 3095 cm™. Valorile benzilor IR inregistrate la 1638 si
1475 cm™ pot fi atribuite intinderii legaturii C = C si, respectiv, a legaturii C = N. Intinderea
asimetrici a legaturii N = O a fost atribuiti benzii de la 1538 ¢cm™, iar banda vibratiilor de
indoire CH, a fost atribuiti benzii de la 1474 cm™. Vibratiei de intindere pentru legatura C-C
i-a fost asociata banda de la 1426 cm™ '. Benzile de absorbtie de la 1423 si 1369 cm™ au fost
atribuite vibratiei de indoire a CHj3 si, respectiv, vibratiei de intindere asimetrici N = O. In
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spectru apar si benzile de absorbtie de la 1075 si 1267, 827 si 745 cm™ ce pot fi atribuite
intinderii leg&turii C-OH, intinderii legturii C-N si, respectiv, indoirea legéturii C-H.

Matricea complexa melatonind, acid hialuronic, metronidazol si tetraciclind

Analiza calitativa a spectrelor FT-IR individuale pentru fiecare component: melatonina, acid
hialuronic, metronidazol si tetraciclind permite identificarea benzilor de absorbtie
caracteristice. Spectrul FT-IR al amestecului fizic: melatonina si acid hialuronic este
prezentat in Fig. 5. Spectrul FT-IR al amestecului fizic: acid hialuronic, melatonind si
tetraciclina ilustrat grafic in Fig. 6 a. prezinti benzi de absorbtie in aceleasi regiuni in acord
cu grupdrile functionale identificate in spectrele individuale (Fig 1, 2, 3 i 4).

Detalierea pe zone ale spectrului FT-IR pentru matricea complex (Fig. 6 b-g, pun in evidenta
clar prezenta benzilor de absorbtie caracteristice pentru fiecare medicament utilizat.

Matricea complexd contindnd HA, MEL, MZ, T a fost obfinutd prin omogenizarea
amestecului cu compozi;ija: melatonind — 3 mg, acid hialuronic — 100 mg, tetraciclina — 3 mg,
metronidazol - 3 mg. In ansamblu, rezultatul analizei structurale FT-IR sugereaza ca
stabilitatea chimicd a legaturilor respective in metronidazol, HA, MEL si tetraciclind se
mentine In comparatie cu probele de control (individuale).

Este evident ca prin realizarea unei matrici complexe a celor patru compusi se obtine un
spectru unic care, practic, combind benzile de absorbtie proeminente pentru fiecare
component individual in parte. Astfel, se confirma faptul cd nu au loc interactii intre
produsele medicamentoase utillzate pentru obtinderea matricei complexe.

Analiza spectrofotometrica UV-Vis

Spectrele UV-Vis inregistrate sunt incluse in Fig. 7-11

Spectroscopia in domeniul Ultraviolet si Vizibil (UV-Vis) este o0 metoda de analiza aplicabila
compusilor organici in a caror structurd existd legaturi multiple in conjugare (compusi
nesaturati si aromatici). Aceastd metoda prezintd avantajul selectivitatii absorbtiei radiatiei
UV-Vis de cétre sistemele polienice, fapt care permite identificarea cu usurinta a prezentei
acestor sisteme in structuri moleculare complexe.

Atat pentru fiecare componenta considerata cat si pentru matricea complexa a acestora, au
fost inregistrate spectrele UV-Vis. Spectrele UV-Vis inregistrate au fost ulterior derivate
pentru decelarea corectd a componentelor matricei complexe si pentru a urmari daca apar
posibile interactii intre cormponente (Fig. 7-11).

Analizele structurale intreprinse asupra matricei complexe au aritat fird echivoc cd
melatonina (MEL), metronidazolul (MZ), acidul hialuronic (HA) si tetraciclina (T)
prezente simultan intr-0 matrice biocompatibild igi patreazd individualitatea, nu
reactioneazi intre ele, putind astfel s3 igi manifeste proprietitile specifice.

Au fost realizate si studiate structural matrici complexe care s contind doar MEL si HA, sau
MEL, HA si T, sau MEL, HA, T si MZ pentru a putea urmari daca apar modificari i interactii
intre componente. Pentru toate aceste matrici au fost obtinute atit derivatele de ordin unu
cat si derivatele de ordin 2, astfel incat, acolo unde derivatele de ordin unu nu pot decela clar
prezenta componentelor cu maxime de absorbtie suprapuse sa fie posibild identificarea
acestora aplicand derivata a doua a curbelor spectrofotometrice - Fig.9 ¢, 10 b, 11 ¢, 11 d.
Rezultatele analizei spectrofotometrice UV-Vis directe si derivate (ordin unu si doi)
coroborate cu cele ale investigatiei FT-IR detaliatd — Fig. 1-8, sustin afirmatia ci elemntele
componente ale matricei biocompatibile contindnd acid hialuronic, melatonini,
metronidazol gi tetraciclind nu interactioneazi intre ele oferind astfel posibilitatea de a
avea o actiune sinergica a acestora in mediu biologic.
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Compozitia pastei Tetraciclind, Metronidazol, Melatonina i Acid hialuronic (TM-MHa),
propusd de noi spre brevetare, pentru uz uman, $i anume in tratamentul topic al
parodontitei marginale cronice lent progresive este urmatoarea: Tetraciclind 3g,
Metronidazol 3g, Melatonina 0.18g, Acid Hialuronic 3g, Vaselina alba 100g.

Avantajele anticipate ale utilizarii pastei TM-MHa in tratamentul parodontopatiei marginale
cronice lent progresive sunt:
- Obtinerea unui tratament topic eficient pentru utilizarea in formele moderate de
parodontitd marginala cronica profunda lent progresiva.
- Eficientizarea modalitatii de administrare a combinatiilor de principii active in scopul
simplificarii metodei de aplicare care sa fie accesibild oricarui pacient si clinician.
- Reducerea costurilor tratamentului bolii parodontale.
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REVENDICARI

. Obtinerea unei matrici complexe: acid hialuronic, melatonind, tetraciclina,
metronidazol propusa pentru tratamentul topic al leziunilor parodonale.

. Materialul obtinut a fost caracterizat fiind efectuate studii experimentale precum:
analiza structurald FT-IR; analiza spectrofotometrici UV-Vis direct si derivata
aratandu-se mentinerea individualitdtii fiecirui component in parte.

. S-a putut proba experimental faptul c3 elemntele componente ale matricei
biocompatibile confindnd acid hialuronic, melatonina, metronidazol si tetraciclind nu
interactioneaza intre ele, oferind astfel posibilitatea de a avea o actiune sinergica a
acestora in mediu biologic.

. S-a stabilit compozitia exactd a pastei care va fi utilizatd in tratamentul topic al
parodontitei marginale cronice lent progresive si anume: Tetraciclindg 3g,
Metronidazol 3g, Melatonina 0.18g, Acid Hialuronic 3g, Vaselina alba 100g.
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