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INTRODUCERE 

O vastă literatură în continuă dezvoltare are ca subiect chimia şi biologia 
retinoizilor. Se cunosc numeroase date referitoare la fannacologia şi biochimia 
retinoizilor. Sunt remarcabile realizăiile din sfera biologiei celulare care au 
permis în ultimul deceniu identificarea, izolarea şi caracterizarea receptorilor 
nucleari specifici pentru retinoizi; eforturile chimiştilor au fost recompensate pnn 
sinteza unor noi structuri de substanţe cu proprietăţi "retinoid like'\ 

/V 
In prezent există două direcţii importante pentru optimizarea acţiunii 

substanţelor medicamentoase. Prima se referă la sinteza de noi molecule biologic 
active, dar ea este privată de progrese majore, datorită costului enorm al 
cercetării în această direcţie. A doua metodă de optimizare, mult mai accesibilă 
în prezent prin dezvoltarea unor noi tehnologii şi materiale (polimen) se referă la 
utilizarea unor sisteme de transport al moleculelor substanţelor medicamentoase 
la locul ţintă specific din organism. 

Partea generală a acestei lucrăii încearcă o prezentare intr-o abordare 
monografică a datelor din literatură cu privire la retinoizii cu acţiune biologică. 
Sunt prezentate aspecte mai importante ale chimiei şi farmacologiei retinoizilor, 
acidul retinoic all-trans, considerat prototip al acestei clase, fiind tratat mai 
detaliat. în partea descriptivă este prezentat mecanismul molecular de acţiune al 
acidului retinoic şi receptorii pentru vitamina A şi retinoizii de sinteză. Ultimul 
aspect al părţii generale este dedicat toxicologiei, fiind în mod deosebit tiatate 
efectele adverse produse de retinoizi la nivelul tegumentului (reacţia de 
fotosensibilizare). 

Următoarele două capitole conţin contribuţiile personale ale lucrării. Cel 
de-al doilea capitol al lucrării prezintă o modalitate de reducere a 
fotosensibilizării cutanate produsă de acidul retinoic şi totodată de optimizare a 
acţiunii vitaminei A prin includerea acesteia înti-un sistem de transport la ţintă 
(lipozomi). Evaluarea acţiunii şi toleraiiţei cutanate a demiopreparatului realizai 
a demonstrat pentru preparatul lipozomic o toleranţă mult mai bună faţă de 
preparatele non-lipozomice studiate. 

Al treilea capitol are ca intenţie explicarea fotosensibilizăni cutanate 
produsă de acidul retinoic, fenomen observat la toate loturile tiatate cu acid 
retinoic neinclus în lipozomi. Au fost urmărite cinetica fototransformărilor 
acizilor retinoic all-trans, respectiv 13-cis expuşi unor doze de iradiere reduse în 
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absenţa şi prezenţa unui captator de radicali liberi: 5(6)-metil-benzotriazol. S-au 
adus argumente experimentale în favoarea explicării fenomenului dc 
fotosensibilizare produs de acidul retinoic pe baza formării stării excitate triplet 
dacă acidul a fost supus unei iradieri cu o doză de radiaţie cu lungime de unda 
potrivită. Posibilitatea ca moleculele de acid retinoic să treacă în starea excitată 
tiiplet, în anumite condiţii a fost susţinută şi prin calcule de chimie cuantică 
(AMl şi PM3). Faptul că fototransformările acidului retinoic all-tians, cât şi a 
acidului 13-cis retinoic au loc prin intermediul unei stări cu caracter (bi)radicalic 
(stări electronice triplet) este susţinută de obseii/aţia confonn căreia un captator 
tipic de radicali liberi 5(6)-metil-benzotriazolul modifică viteza ambelor procese 

Cu toate dificultăţile pe care le presupune, abordarea unui experiment 
fotochimic reprezintă o încercare tentantă pentru un cercetător temerar. 

Prezenta lucrare încearcă să aducă o modestă contribuţie la optimizarea 
acţiunii şi toleranţei cutanate a acidului retinoic all-trans şi să argumenteze un 
posibil mecanism molecular pentru reacţia de fotosensibilizare cutanată indusă de 
această vitamină. 
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Partea generală 
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Capitolul 1 

RETINOIZI CU ACŢIUNE BIOLOGICĂ 

In ultimele două decenii o activitate de cercetare fară precedent, aie ca 
obiect de studiu, vitamina A (retinol) şi analogii săi structurali denumiţi retinoizi 

Vitamina A şi derivaţii săi naturali sau de sinteză au revenit în atenţia 
cercetătorilor, când s-a realizat că ea este un factor necesar diferenţierii nomiaie 
şi creşterii pentru numeroase ţesuturi epiteliale, fapt cunoscut încă din 1925 
datorită lucrării lui Wolbach şi Howe'. Numeroase studii au avut ca scop 
descifrarea modului în caie hipo sau hipervitaminoza A poate contribui Ia 
apariţia leziunilor patologice datorate alterării diferenţierii celulare. Rezultatele 
acestor explorări au fost neaşteptat de bune, permiţând extinderea utilizării 
retinoizilor din domeniul dermatologic şi în profilaxia şi tratamentul unor forme 
de cancer. 

In consecinţă, efortmile conjugate ale specialiştilor din diferite domenii 
(biochimişti, chimişti, biologi, fannacologi, patologi, oncologi, dennatologi. 
toxicologi şi epidemiologi) au condus la apariţia unei literaturi vaste având ca 
subiect chimia şi biologia retinoizilor, ea fiind abordată sub aspecte variate de la 
funcţiile retinoizilor şi mecanismul lor de acţiune la nivel celular şi molecular, 
metabolismul retinoizilor, rolul lor în diferenţiere, efectele retinoizilor în culturi 
celulare, utilizarea lor în dermatologie şi în profilaxia şi tiatamentul în cancer 
Alte cercetări din sfera biologiei celulare au pennis în ultimii zece ani realizări 
remarcabile în identificarea, izolarea şi caracterizarea receptorilor specifici 
pentru retinoizi, denumiţi RAR şi RXR. Efoiturile chimişti lor, în laboratoarele 
profilate pe acest domeniu din Elveţia, SUA şi Japonia, au fost recompensate 
prin descoperirea în ultimii ani a unor noi structuri de retinoi/i, cu o activitate şi 
selectivitate crescută pentru receptorii RXR ^ sau pentru receptorii RAR ^ şi 
concomitent, cu efecte toxice mai reduse. 

în acest capitol am prezentat date de literatură cu privire la unele aspecte 
ale chimiei şi biologiei retinoizilor cu activitate biologică, ele constimind jaloane 
în fundamentarea obiectivelor propuse a fi studiate în partea de contribuţii 
personale a lucrării. 
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1.1. Caracteristici generale ale chimiei retinoizilor 

1.1.1. Istoric. Definiţie 

Istoria vitaminelor constituie un episod important din istoria biochimici, 
cu o influenţă profundă asupra sănătăţii oamenilor, precum şi asupra înţelegerii 
proceselor biochimice din organismele vii. 

Termenul de vitamină a fost introdus în biochimie în 1912 de Funk, care . 
studiind factorul anti beri-beri, atribuie denumirea de vitamină unei substanţe 
indispensabile vieţii, care avea în structura sa şi o funcţie amino. Denumirea de 
vitamină s-a păstrat, deşi nu toate substanţele din această clasă de compuşi 
organici, descoperite ulterior, conţin azot în molecula lor. în 1914, Mc Collum şi 
Davis au izolat un compus din fracţiuni lipidice, numit factor de creştere .A. 
capabil să vindece xeroftalmia. Tot Mc Collum, doi ani mai târziu, a evidenţiat 
deosebirea între cele două vitamine şi le-a clasificat în două grupe "liposolubilă 
A" şi "hidrosolubilă B"; ulterior, în 1920, Drummond^ a redenumit cele două 
grupe, vitamina A şi vitamina B şi a propus ca viitori membri ai seriei să fie 
denumiţi vitamina C, vitamina D etc. 

în această perioadă s-a stabilit că produsele alimentaie de origine animală 
sunt în general mai bogate în vitamina A decât cele vegetale. Ficatul unor peşti 
marini şi de apă dulce, laptele, gălbenuşul de ou etc. au un conţinut mai ridicat în 
vitamina A decât fructele, legumele şi seminţele unor plante superioare. S-a 
evidenţiat de asemenea existenţa unor deosebiri în ceea ce priveşte conţinutul 
vitaminei A în diferitele soiuri şi varietăţi de porumb, morcovi, soia. roşii etc. 

în 1934 Wald a izolat din retina animală o substanţă pe care a denumit-o 
retinen; zece ani mai târziu Morton a sugerat că ea este aldehida vitaminei A şi 
împreună cu Goodwin i-au dat denumirea de retinaldehida. 

Structura corectă a vitaminei A (retinol) cu formula brută CzoH^qO a fost 
determinată de P. Karrer^ în 1931, care a izolat-o sub forma unui ulei gălbui din 
porţiunea nesaponificabilă a uleiului gras din ficatul unui peşte oceanic 
(Hippoglossus vulgaris). Karrer a propus pentru vitamina A denumirea de 
axeroftol, bazată pe proprietatea vitaminei în prevenirea xeroftalmiei. Obţinerea 
vitaminei A - retinol în formă cristalină (izomeml all-trans) a reuşit mai târziu, 
fiind realizată de Holmes şi Corbet^ în 1937, apoi de Baxter şi Robeson^ în 1941. 
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caie cinci ani mai târziu au reuşit şi izolarea în formă cristalina a (I3Z)-
retinolului. 

O contribuţie importantă privind cunoaşterea surselor de vitamină A 
pentm om şi animale a adus-o T. Moor în 1930 care, analizând ţesutul hepatic al 
animalelor de experienţă a demonstrat că preparatele de caroten extrase din 
plante, administrate şobolanilor avitaminizaţi sunt transformate de organismul 
animal în vitamina Ai.Rezultatele experienţelor lui T. Moor au fost repetate 
ulterior şi cu alte animale, fiind confirmate de numeroşi cercetători, fapt care i-a 
determinat pe H. Euler şi P. Karer să concluzioneze în 1938 pe baza unui bogat 
material experimental, că pigmenţii caotenoidici extraşi din plante au aceleaşi 
proprietăţi ca şi vitamina Ai, denumindu-i provitamine A. Aceşti cercetători au 
considerat că transformarea carotenoidelor în vitamine A s-ar realiza în ficat, sub 
acţiunea carotenazei. Cercetările ulterioare au arătat că acest proces se realizează 
preponderent în intestinul subţire şi foarte puţin în ficat, dar nu toate 
carotenoidele se pot transforma în vitamina A, ci numai acelea care au in 
moleculă un inel P-iononic nesubstituit (vezi fig. 1.9, metabolismul vitaminei A). 

A doua vitamină A, denumită vitamina A2, a fost identificată în uleiul 
izolat din ficatul unor peşti de apă dulce, de Wald şi concomitent de E Lederer în 
1937. Compusul a fost izolat în 1948 şi Karrer a stabilit că vitamina A2 este o 
dehidro-vitamină A cu formula brută C20H28O. Vitamina A^ s-a obţinut sub 
formă cristalizată^ în 1962. 

Omul şi animalele nu pot sintetiza "de novo" vitaminele A, dar le pot 
obţine din alimente în cantităţi suficiente prin transfonnarea carotenoidelor 
provitaminice în vitamina A. 

Definiţie. 
Termenul de retinoid a fost introdus de Spom et al.'̂  din 1976 pentru a 

permite extinderea acestei clase de compuşi şi pentru a sublinia legătura lor cu 
steroizii. 

Comisia pentru nomenclatură a Uniunii Internaţionale de C hiniie Pură şi 
Aplicată (lUPAC) împreună cu comisia similară a Uniunii Internaţionale de 
Biochimie (lUB) au stabilit în 1982 pentru retinoizi următoarea definiţie'" 
"Retinoizii sunt o clasă de compuşi foimaţi din patru unităţi izoprenice asociate 
după modelul « head to tail » (cap-coadă); toţi retinoizii sunt fonnal denvaţi 
înrudiţi ai unui compus monociclic conţinând cinci duble legături carbon-carbon 
şi o grupă fimcţională situată la extremitatea tenninală a catenei aciclice". 
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Această definiţie, deşi foarte potrivită pentru structurile retinoi/iloi 
naturali din generaţia 1 şi de sinteză din generaţia 1 şi 2, s-a dovedit a fi foane 
cuiând rigidă, prin apariţia primilor arotinoizi (fig. 1.5). 

Spom şi Roberts" au propus o nouă definiţie în 1985 pentru termenul de 
retinoid, ca fiind: "orice substanţă care poate produce un răspuns biologic 
specific prin fixarea şi activarea unui receptor specific sau a unui set de receptori, 
răspunsul biologic al celulei ţintă fiind determinat mai ales de receptorul 
retinoidic decât de ligandul însuşi". 

Liganzii clasici sunt consideraţi retinolul şi/sau acidul retinoic. 

1.1.2. Structura moleculară. Nomenclatura 

Sub numele de vitamina A sunt cunoscute o serie de substanţe 
asemănătoare chimic cuprinse în diferite ţesuturi: retinol (vitamina A - alcool, 
vitamina Ai), 3-dehidroretinol şi esteri ai acestora - în principal retinol palmitat, 
retinal (vitamina A - aldehidă) şi acidul trans retinoic (\itamina A acid. 
tretinoin). 

Scheletul structurii moleculare a retinoizilor conform recomandărilor 
lUPAC - IUB'® este prezentat în fig. l . l . în fig. 1.1, 1.2 şi 1.3 sunt prezentate 
formulele moleculare ale retinolului (1), retinal (2), acid retinoic (3), 3,4-
dehidroderivaţii acestora (4), (5), (6) şi retroretinoizii (7), (8), (9). 

^ Conform regulii Ret-2 din recomandarea lUPAC - IUB'". denumirea 
stereoizomerului implică o configuraţie trans la toate cele patru duble 
legături ale catenei polienice. 

19 20 
15 

4 ' 18 

Fig. 1.1 Scheletul structurii moleculare a retinoizilor 

R 
1. CH2OH 
2. CHO 
3. COOH 

Retinol (vitamina A - alcool, vitamina Ai, axeroftol) 
Retinal (vitamina A - aldehidă) 
Acidul retinoic (vitamina A acid, tretinoin) 
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Structura moleculară a compuşilor (1), (2) şi (3) dehidrogenaţi la nucleu 
(în poziţia 3,4) este prezemată în fig. 1.2. 

Fig. 1.2 Structura moleculară a 3,4 dehidroderivaţilor vitaminelor A, 

R 

4. CH2OH 
5. CHO 
6 COOH 

3,4-dehidroretinol 
3,4-dehidroretinal 
Acid 3,4-dehidroretinic. 

Structura moleculaiă a /-e/raretinoizilor (compuşi care faţă de structura de 
bază prezintă o deplasare cu o poziţie a dublelor legături) este prezentată în fm. 
1.3. 

Fig. 1.3 Structura moleculară a retroretinoizilor 

R 
7. CH2OH 
8. CH2OAC 
9. COOH 

RetroTti\no\ 
Retrovei\m\ acetat 
Anhidroretinol 

^ Conform regulii Ret-5.2 din recomandarea lUPAC - IUB'"*, prefixele F: sau Z 
trebuie să fie utilizate întotdeauna pentru fiecare dublă legătură a catenei, 
chiar dacă schimbarea configuraţiei trans s-a produs la o singură dublă 
legătură. Exemplele sunt ilustrate în fig. 1.4: 

Fig. 1.4 Structura moleculară a 13-cis-retinol ^i a acidului J 3-cis-retinoic 

R 
CH2OH : 13-cis-retinol sau (7E, 9E, 1 IE, 13Z)-retinol (Neovitamina A) 
COOH : Acidul 13-cis-retinoic sau (7E, 9E, IIE, 13Z)-acid retinele (b.otretinoin) 
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Sistemul de numerotare 
Sistemul de bază al numerotării poziţiilor în structura retinoizilor este 

prezentat în fig. 1.1. El respectă sistemul adoptat de comisia de nomenclatura 
lUPAC - lUB cu privire la numerotarea carotenoizilor'". 

Structurile moleculare ale unor retinoizi importanţi din generaţiile 1. 2 şi 3 
sunt prezentate în fig. 1.5. 

Dintre vitaminele A şi derivaţii acestora, cea mai importantă şi mai larg 
răspândită este vitamina Ai (retinol, axeroftol). 

Din punct de vedere chimic vitamina A| este un alcool ce conţine în 
moleculă un inel p-iononic hidrocarbonat, o catenă laterală formată din 9 atomi 
de carbon, cinci duble legături conjugate şi cinci radicali metil. Părţile structurale 
caiacteristice s-au evidenţiat prin uimătoarele reacţii' 

- nucleul P-iononic s-a pus în evidenţă prm fomiarea unei molecule de acid 
geronic, prin oxidarea vitaminei Ai cu ozon; 

- gruparea alcoolică primară s-a identificat atât prin reacţia de estenficare 
cât şi prin formarea retinalului, printi-o oxidare blândă şi respectiv a 
acidului retinoic, prin oxidare energică; 

- conţine cinci duble legături (una în ciclul p-iononic şi patru în catena 
laterală) care prin reducere catalitică se hidrogenează, iar vitamina A; se 
transformă în perhidrovitamină cu formula moleculară C20H40O, lipsită de 
activitate vitaminică; 

- cele două grupări metil din catena laterală se pun în evidenţă prin 
formarea a două molecula de acid acetic, în urma degradării catenei 
laterale prin oxidare cu permanganat de potasiu în mediu bazic; 

- cele trei grupări metil fixate pe nucleul P-iononic de la Ck,, Cp. Cm se pun 
în evidenţă prin formarea a trei molecule de acid acetic în urma oxidării 
vitaminei Ai cu acid cromic la cald. 
Vitamina Ai conţine o grupare alcoolică primară la Cis în poziţia tians şi 

are o configuraţie all-trans, iai" neovitamina Ai are tot o giupare alcoolică primară 
la Ci5, dar în poziţia cis şi deci configuraţie tians-cis. 

Vitamina A2 are două duble legături conjugate în inelul p-iononic, una 
situată între atomii de carbon C5 şi Ce, la fel ca la retinol, iar cea de-a doua dublă 
legătură se găseşte între atomii de carbon Ci şi C4. Prin oxidare poate forma 3.4-
dehidroretinolul şi respectiv 3,4-dehidro-acidul retinoic. 
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Vitamina A-acid (tretinoin) este din punct de vedere chimic un acid cc 
conţine în moleculă cu excepţia gmpării carboxii de la C,5 aceleaşi componente 
ca şi vitamina A] (retinol). 

Un alt retinoid natural este all-trans retinalul (retinaldehida) cu rol 
important în funcţia retinei. 

Datorită diferenţelor în implicarea metabolică a retinoizilor naturali, 
funcţiile lor fiziologice şi acţiunile biologice sunt deseori asemănătoare dar nu 
sunt şi identice. De aceea, termenul de "vitamină A" ar trebui să fie rezenat 
numai pentru retinol. 

1.1.3. Clasificarea retinoizilor 

De la sinteza totală a retinolului realizată de Isler et al.'^ în 1947 au fost 
obţinuţi numeroşi derivaţi ai retinoizilor. 

Iniţial, modificările au fost realizate la gruparea ciclică", catcna 
polienică^^, sau la gruparea polaiă terminală'' în ultimii ani au fost sintetizaţi 
prin modificări importante ale structurii moleculare de bază noi compuşi, 
denumiţi arotinoizi, respectiv heteroai otinoizi (vezi fig. 1.5) cu păstrai ea 
activităţii de tip "retinoid-like". Numărul de retinoizi sintetici preparaţi este 
estimat în prezent la peste 1500 şi este în continuă creştere 

Retinoizii pot fi clasificaţi, în funcţie de momentul apariţiei lor, in trei 
grupe distincte: 

1. Retinoizi din generaţia 1: retinolul (vitamina A) şi toţi compuşii care pot 
proveni din metabolizarea sa: retinaldehida, acidul relmoic all-tram 
(tretinoin) şi acidul 13-cis retinoic (izotretinoin). 

2. Retinoizi din generaţia a 2-a. Această grupă cuprinde analogi de sinteza 
care prezintă modificări parţiale ale structurii de bază şi produc numai o 
parte din acţiunile fannacodinamice ale vitaminei A. Compuşii principali 
sunt: etretinatul şi acitretinul. 

3. Retinoizi din generaţia a 3-a. Sunt compuşi obţinuţi prin modificăn 
importante ale structurii moleculare de bază, cu scopul obţineni de 
substanţe care să producă numai o anumită acţiune biologică a vitaminei 
A şi în plus efecte adverse minime. Sunt incluşi în această clasă 
arotinoizii şi heteroarotinoizii. 
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fig. 1.5. 
Structurile chimice ale unor retinoizi din generaţiile 1,2 şi 3 sunt prezentate în 

Generaţia 1 
Hj-OH AII trans retinol 

Vitamina A 

Acid ail-trans retinoic 
Tretinoin 
AIROL 

Acid 13-cis retinoic 
Izotretinoin 
ROACCUTANE 

N-etil retinamida 
NER 

13-cis N-etil retinamida 
13-cisNER 

N-(2-hidroxieti{) retinamida 
OH 2-HER 

OH N-(4-hidroxifenil) retinamid 
4-HPR 

N-butil retinamida 
NBR 

N-tetrazoj-5-il retinamida 
TZR 
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Generaţia a 2-a 

Generaţia a 3-a 

COOH 

COOH 

Etretinate 
(retinoidetilester aromatic ) 
TIGASON 

Acitretin 
(acid aromatic retinoid carboxilic) 
NEOTIGASON 

Izoacitretin 
(acid aromatic 13-cis retinoid carboxilic) 

Ro 13-6298 
(arotinoid etilester) 

Ro 13-7410 
(acid arotinoid carboxilic) 

Ro 13-8320 
(arotinoid hidroxi-metil) 

Ro 13-9272 
(arotinoid metil) 

Ro 15-1570 
(arotinoid etil sulfona) 

Ro 15-0778 
(arotinoid) 

Heteroarotinoid 
X=0 sauS 

Fig, L5 Structurile chimice ale retirioizilor din generaţiile I, 2 v/ 3 
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1.1.4. Proprietăţile retinoizilor 

1.1.4.1. Proprietăţi fizice 

Retinolul (vitamina Ai - alcool) este un ulei galben, optic inactiv, care se 
obţine în stare pură sub foimă de cristale lamelare de culoare galbenă: vitamina 
A2 a fost izolată sub forma unui ulei galben. Ambele vitamine sunt insolubile în 
apă, solubile însă în grăsimi, uleiuri, solvenţi organici (cloroform, acetonă, 
benzen, ciclohexan). în alcooli (metilic, etilic) se dizolvă în proporţii diferite 
Retinolul în stare cristalină poate fi dispersat în apă. 

Solubilitatea retinalului şi a compuşilor 3,4-dehidro-retinol şi3,4-dehidro-
retinal este asemănătoare cu cea a retinolul ui. 

Acidul retinoic all-trans (tretinoin) este o pulbere cristalină de culoare 
galbenă sau galben portocaliu deschis; este o substanţă practic insolubilă în a p l 
solubilă în eter şi uşor solubilă în clorofoim, alcooli (metanol, etanol). 
dimetilsulfoxid. Acidul 13-cis-retinoic (izotretinoinul) este o pulbere de culoarc 
galben portocaliu intens şi are solubilitatea asemănătoare cu tretinoinul. 

Purificarea retinolului, a esterilor săi (acetat de retmol) şi a retinalului se 
poate realiza cu rezultate bune prin distilare avansată în vid (retinolul la 125" C, 
acetatul de retinol la 120° C şi presiune de 400 Pa). 

Punctele de topire şi valorile spectroscopice în UV (absorbanţa şi extincţia 
specifică) a vitaminelor A şi a unor derivaţi mai imponanţi ai acestora sunt 
prezentate în tabelul 1.1 

Prezenţa dublelor legături în catena laterală pennite şi existenţa izomerilor 
Z, unii dintre aceştia fiind şi compuşi naturali. Astfel, all-trans retinolul este 
deseori însoţit de izomerul său cis. Compusul (1 lZ)-retinal este important ca 
grup prostetic care formează cu opsina, la întuneric, rodopsina. 

Dintre stereoizomerii acidului retinoic, acidul 9-cis retinoic prezintă cea 
mai mare afinitate'^ pentru receptoml nuclear RXRa. 
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Tabelul 1. / 
Date caracteristice ale compuşilor vitaminei A şi a unor derivaţi mai importanţi ai 

acesteia* 

Compusul Punctul de 
topire, " C 

Absorbanţa UV 
(în etanol) Activitate 

; biologică** 1 
1 

Compusul Punctul de 
topire, " C 

X, nm c» I cm 

Activitate 
; biologică** 1 
1 

Retinol 62-64 325 1835 
(13Z)-retinol 58-60 328 1686 

1 
75 

Retinal 61-62 381 1530 91 
(llZ)-retinal 64-65 254, 290, 376 614,412, 878 48 
Acid retinoic 179-180 350 1510 
Acid (13Z)- retinoic 174-175 354 1325 
Acetat de retinol 57-60 326 1550 
Palmitat de retinol 28-29 327 975 
3-dehidroretinol 63-65 276, 286, 350 555, 715, 1455 40 
3-dehidroretinal 78-79 (314), 401 395, 1470 1 
Acid 3-dehidroretinoic 183-185 (305), 370 443, 1395 

* Valorile corespund izomerilor (all- 0 dacă nu este specificat altfel 
** Testul curativ al creşterii la şobolan 

întrucât molecula vitaminei A conţine 4 duble legături conjugate în catena 
laterală, este posibil să existe teoretic 16 forme stereoizomerice (izomeri E şi Z). 
Uşurinţa izomerizării depinde de poziţia dublei legături din catena polienică. în 
timp ce dublele legături trisubstituite din catena laterală (poziţia 9 şi 13) sunt 
stabile cu configuraţia Z, legăturile duble disubstituite (poziţia 7 şi U) se 
izomerizează rapid la forma E, mai stabilă^®. 

Modelul general al izomerizării^^ vitaminelor A este prezentat în fig. 1.0 

Fig. 1.6 Modelul general al izomerizării vitaminelor A 

în cazul legăturilor duble cis neîmpiedicate steric, interacţiunea sterică 1,4 
între cei doi atomi de hidrogen vecini este slabă, în schimb interacţiuni sterice 
puternice au loc între o grupare metil şi atomul de hidrogen vecin sau între două 
grupe metil învecinate. în concluzie, numărul de izomeri sterici posibil este niult 
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mai mic decât cel calculat teoretic, fară îndoială una dintre cauze fnnd 
împiedicaiea sterică. 

Din cei 16 steroizomeri posibili ai retinolului se cunosc până în prezent 6 
cu sti-uctura moleculaiă prezentată în fig. 1.7. 

AD-trans-retinol (Vitamina A]) 

CH.OH 

CM,* 

13-cis-retmol (Neovitamina Aa) 

CHjOH 

9-cis-retinol (Izovitamina Aa) 

X 

CH-Oli 

l-cis-retinol (Neovitamina Ab) 

CIl,OH 

9,13-di-cis-retinol (Izovitamina Ab) 

CllOM 

J.13-di-cis-rctniol (Ncovitaniina Ac) 

Fig. 1.7 Structura moleculară a unor stereoizomeri naturali şi obţinuţi prin sinteză 
a vitaminei A / - alcool 

Dintre stereoizomerii menţionaţi în fig. 1.7, vitamina A] şi neovitamina A 
sunt izomeri naturali, iar restul s-au obţinut prin sinteză. Când toate dublele 
legături ale stereoizomerilor sunt în poziţie trans, se foloseşte denumirea de 
trans-total sau de all-trans, iar când dubla legătură terminală se găseşte în poziţia 
cis, se utilizează prefixul "neo". 
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Toţi izomerii trans-totali au activitate vitaminică ridicată Activitatea 
vitaminică a retinolului chimic pur este folosită pe plan internaţional ca standard. 
fiind apreciată ca 100%. Restul izomerilor au o activitate vitaminică mai slabă 
decât a retinolului. 

Activitatea biologică a retinolului se exprimă pe plan internaţional prin 
unităţi internaţionale (UI). O unitate internaţională (UI) este echivalentă cu 
activitatea vitaminică a 0,3 )ig de retinol pur sau cu 0,344 ng de acetat dc retmoi 
pm-, sau cu 0,55 jig de transretinol-palmitat. 

In scopuri practice activitatea vitaminică potenţială a alimentelor se 
exprimă în retinol echivalenţi (RE). Un miligram retinol echivalent - 6 mg all-
trans-beta-caroten = 12 mg de alte carotenoide. Un mg RE corespunde la 
3333 UI. 

Activitatea vitaminică^' ^̂  a unor izomeri ai retinolului sub formă de 
acetaţi şi a unor compuşi retinoici este prezentată în tabelul 1.2. 

Tabelul Î.2 
Activitatea vitaminică a unor izomeri ai reiinoulni sub formă de acetaţi >7 a unor 

compuşi retinoici exprimată in (II g 

Izomeri 

All-trans-retinol 
13-cis-retinol 
9-cis- retinol 
9,13-di-cis- retinol 
11 -cis- retinol 
11,13-di-cis- retinol 

Compuşi retinoici 

Retinol (vitamina Ai) 
Acetat de retinol - trans total 
Acid retinoic (metil-ester) 
5,6-epoxi-retinol 
5,8-epoxi-retinal 
Acid metil-5,8-epoxi-retinoic 

Activitate vitaminică 
(Ul/g) 

Biopotenţa {%) 

2.904.000 
2 190 000 
607.000 
680 000 
690.000 
428.000 

100 
75 
21 
24 
24 
15 

3.330.000 
2.904.000 

O/. Activitate vitaminică Biopotenta (%) 

115 
100 
100 
108 
60 
80 

1 

J 
23 

Analiza cu raze X a retinolului, a esterilor săi , precum şi a retinalulur a 
stabilit o conformaţie moleculară 6,7-s-cis a structurilor cristaline. în cazul 
acidului retinoic au fost evidenţiate două modificări diferite ale sistemului 
cristalin^^: o formă stabilă 6,7-s-cis (sistem triclinic) şi o fonnă instabilă, 6.7-s-
trans (sistem monoclinic). 
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Vitamina A2, retinalul şi acidul retinoic pot foinia stereoizomeri similari 
retinolului, întrucât dispun de acelaşi sistem polienic şi grupări metilice. 

In natuiă, izomerii cis ai retinoizilor au o răspândire mai redusă decât 
izomerii trans. 

1.1.4.2. Proprietăţi chimice 

Atât vitamina A,, cât şi vitamina A: sunt substanţe autoxidabiie, 
termostabile în absenţa aerului, foarte sensibile la acţiunea oxidanţilor şi a 
luminii, în special a radiaţiilor ultraviolete. 

Prin autotoxidare, acidul retinoic, retinalul şi retinolul fonnează un 
amestec de compuşi. Produsul principal al autoxidării acidului retinoic'^' este un 
5,6-epoxid cu structura moleculară prezentată în fig. 1.8. 

CTOH 

Fig. 1.8 Structura moleculară a acidului 5,6-epoxi-5,6-Jihiclrore(inotc 

Se consideră că în mod obişnuit, autotoxidarea retinoizilor are loc pnn 
oxidare (a) alilică^^. Un studiu mai recent, realizat cu scopul caracterizăm 
produşilor de autoxidare ai acidului retinoic^^ în soluţie de etanol 90% la 25 
85,5° C a evidenţiat obţinerea unui amestec de epoxizi. dioxetani, un 
endoperoxid şi produşi de degradare oxidativă rezultaţi pnn niperea dublei 
legături de la catena laterală. Majoritatea acestor produşi par a fi rezultatul unei 
oxidări directe a catenei olefmice decât al unui proces de oxidare a alilică 

Vitaminele A sunt foarte uşor degradate sub acţiunea luminii, oxigenului 
şi căldurii, datorită prezenţei în molecula lor a dublelor legături conjugate. Prin 
barbotarea aerului cald la 120*̂  C în ulei cu vitamine A, acestea se degradează 
complet în maximum 4 ore. Dacă acelaşi ulei cu vitamine este încălzit în absenţa 
aerului, vitaminele rezistă până la 130" C. Sub acţiunea luminii solare, a 
radiaţiilor X şi UV, vitaminele A se degradează până la p-iononă, care se 
recunoaşte prin mirosul de viorele. 
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Pentru conservarea lor se recomandă ca vitaminele A să fie depozitate la 
temperatură scăzută (-15^ C pentru acidul retinoic), în ambalaje de culoare bruna 
închise etanş, în atmosferă de azot sau heliu şi protejate faţă de lumină şi oxigen. 

Pentru a evita degradarea şi inactivarea vitaminelor A în soluţii sau în 
preparate farmaceutice se adaugă antioxidanţi (tocoferol, lecitină, hidrochinonă) 
în scopuri industriale^' se recuige la filtrarea soluţiilor vitaminice prin grăunţe de 
ovăz decorticat care conţin substanţe antioxidante. 

In tabelul 1.3 sunt prezentate reacţii chimice caractenstice retinoizilor: 
retinol, retinal, acid retinoic. în principiu ele pot fi valabile şi pentru 3,4-
dehidroderivaţii acestora. 

Reacţii chimice caracteristice retinoizilor 
Tabelul 1.3 

|| Retinoid Reactivul utilizat Produşi ii 
[Retinol Dioxid de magneziu 

Anhidrida acetică Acetat de retinol I 
Clorura de palmitoil Palmitat de retinol 
Anhidrida maleică Aducţi Diels-Alder 
Oxigen singlet 5,8-peroxid^^ | 
Peracizi 5,6-epoxid^^ l! 
Ozon i Acid geronic 
Permanganat de potasiu Acid acetic ! 

Retinal Borohidrură de sodiu Retinol | 
Oxid de argint Acid retinoic | 
Oxid de magneziu 4-oxoretinal \ 

Acid retinoic Alcooli Esteri retinoici | 
Acid glucuronic j Glucuronide li 
Hidrură de litiu şi aluminiu j Relmol'^ i 

în toate aceste reacţii stereochimia catenei polienice rămâne nemodificată, 
în absenţa luminii şi a oxigenului. 

Vitamina A nu reacţionează cu bazele, dar retinolul şi esterii săi dau 
reacţii de eliminaie în prezenţa acizilor. Esterii sunt în generali mai stabili decât 
vitaminele neesterificate. Retinolul cu acizi diluaţi formează anhidroretinol: 
acetatul de retinol în diclormetan în prezenţa acidului bromhidi ic fonnează acetat 
de retroretinol în timp de câteva secunde. 

Vitaminele A şi derivaţii acestora reacţionează cu uşurinţă cu oxigenul, 
hidrogenul, halogenii, formând compuşi carotenoidici lipsiţi de activitate 
vitaminică. Vitaminele A în soluţie cloroformică în prezenţa SbClţ dau coloraţii 
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albastie, cu spectre de absorbţie caracteristice. Aceste reacţii se folosesc la 
identificarea şi dozarea colorimetrică a vitaminelor A (reacţia Carr-Price^^). 

Activitatea biologică a stereoizomerilor E,Z ai vitaminei A. cât a 
compuşilor retinoici diferă considerabil. Cea mai intensă activitate vitaininicâ o 
prezintă (all-E)-retinolul şi esterii săi (vezi tabelul 1.2). în scopuri mdustriale 
acetatul de retinol poate fi izomerizat fotochimic sau în prezenţa unor cantităţi 
catalitice de compuşi de paladiu. Forma all-trans obţinută, care predomină la 
echilibru, se poate separa prin cristalizare din hexan sau metanol. 

Acetatul şi palmitatul de retinal sunt forme famiaceutice mai stabile 
frecvent utilizate la obţinerea preparatelor farmaceutice ce conţin retinol 

1.1.5. Metode de analiză 

1.1.5.1. Metode de analiză a vitaminei A (retinol) 

O caracterizare fară echivoc a vitaminei A| - alcool poate fi obţinută prin 
interpretarea spectrului său în UV, prin reacţii de culoare şi prin detenninarca 
activităţii sale biologice. 

Pentru determinarea purităţii retinolului, tehnicile cromatografice (mai 
ales HPLC) au devenit metode de primă alegere şi sunt esenţiale pentru 
determinări cantitative şi calitative. Detenninarea spectrofotometncă este 
semnificativă numai pentru concentraţii relativ mari^^ de vitamină A, deoarece 
prezenţa unor mici cantităţi de impurităţi, care ar putea interfera, poate detennina 
erori considerabile ale rezultatelor. în această metodă, absorbanţa in IJV se 
determină la o lungime de imdă între 325 şi 328 nm în funcţie de solvent pentru 
vitamina Ai şi la 352 nm pentru vitamina A2. 

Retinolul poate fi determinat şi printr-o cunoscută metodă colorimetrică, 
intensitatea culorii albastre fiind măsurată la 620 nm, după adăugarea reactivului 
Carr-Price (clorură de stibiu în cloroform). Reacţii de culoaie caracteristice 
vitaminei A au fost obţinute şi cu acidul sulfuric concentrat, triclorura de arsen şi 
trifluorura de bor, iar mecanismele lor de reacţie au fost descrise în 
literatură^^'^^'^^. Deşi metoda colorimetrică este mai sensibilă decât metoda 
spectrofotometncă, acurateţea ei este afectată, deoarece coloraţiile albastre sunt 
relativ puţin stabile. în tabelul 1.4 sunt prezentate principalele reacţii de culoare 
folosite la identificarea şi dozarea^^ vitaminelor A. 
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Determinaiea fluorimetrică a vitaminei A este considerată o metoda 
sensibilă şi specifică"^®. Totuşi, carotenoizii şi tocoferolul pot interfera cu această 
tehnică de determinare a vitaminei A. 

Metodele biologice constă în aprecierea scăderii în greutate a şobolanilor 
în stări de avitaminoză, apariţia unui estru fals al femelelor de şobolan castrate, 
supuse unui regim de avitaminoză, determinarea cantităţii de retinol depozitată în 
ficat, testarea efectului curativ al xeroftalmiei etc. 

Tabelul 1.4 
Reacţii pentru identificarea şi dozarea vitaminelor A 

Reactiv utilizat j Culoarea produsului objni^^^ '^ ^ 
Acid sulfuric concentrat Albastru închis, intens 
Vitamina A (1-2 mg) în cloroform + H2SO4 conc. Verde, apoi albastru închis 
Vitamina A sol. în CHCI3 + 1-2 pic. HNO3 fumans Albastru, apoi verde 
Acid formic 95% Insolubil la rece şi la cald, incolor 
Acid dicloracetic La rece, după 1-2 min. soluţia devine violetă 
Acid cloracetic Slab verzui, greu solubil 
Acid tricloracetic | Albastru închis la rece, reacţie instantanee 
Acid tricloracetic (0,3 g în 1 ml CHCI3) + 2 mg | Galben, care trece în albastru 

Vitamina A 
Triclorură de arsen Roşu, care trece repede în albastru 
Triclorură de stibiu Albastru intens închis 
Triclorură de stibiu în CHCI3 + 1-2 mg Vitamina A Brun, imediat albastru închis, apoi violet 

în 2 ml reactiv stabil 
Tetraclorură de staniu topită | Albastru, violet albastru, violet şi cald 

Separarea izomerilor'*' cu aceeaşi polaritate (izomeri cis-trans) se 
realizează în prezent exclusiv prin tehnicile HPLC, utilizând în cazul retinoizilor 
o gamă largă de detectori: UV, de fluorescenţă, de chemiluminescenţă sau 
detectori electrochimici. 

1.1.5.2. Metode de analiză cromatografică HPLC a unor retinoizi din 
generaţia I-a 

Realizările remarcabile ale cercetărilor din ultimii 15-20 de ani în 
domeniul retinoizilor nu ar fi fost posibile fară cromatografia lichidă de înaltă 
presiune (HPLC) care permite şi diferenţierea izomerilor retinoizilor. 

Retinoizii ridică numeroase probleme analitice care include: sensibilitatea 
lor la lumină, căldură şi oxigen, insolubilitate în soluţii apoase, necesitatea 
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separării izomerilor geometrici, precum şi o fixare importantă şi putcniicâ de 
proteine şi concentraţii mici existente în probele biologice (plasmă, ser. 
omogenizat de organ). 

Dozaiea retinoizilor din probele biologice sau atunci când concentraţiile 
lor sunt foarte mici (studii de fotochimie) se realizează în cele mai multe cazun 
în prezent prin tehnici HPLC". în literatura de specialitate sunt prezentate 
numeroase metode în care sunt folosite diferite aparate şi echipamente. în tabelul 
1.5 sunt prezentate câteva metode de extracţie şi dozare a retinoizilor din 
generaţia I-a prin HPLC cu fază inversă, ea constituind tehnica de analiză 
cromatografică utilizată în partea de contribuţii personale. 

Se constată că la cele mai multe din exemplele prezentate în tabelul 1.5, 
deproteinizarea plasmei pentru extracţia acizilor retinoici se realizează cu 
solvenţii organici: metanol, etanol, cloroform, acetonitril. 

In ceea ce priveşte faza mobilă se remarcă faptul că sistemele bazate pe 
acetonitril şi metanol sunt considerate ambele eficiente fiind cele mai des 
utilizate pentru determinări analitice ale retinoizilor din generaţia 1-a. 

Tabelul 1.5 
Metode de extracţie şi dozare prin HPLC - UV a unor retinoizi din generaţia I-a 

Substanţa analizată 

13-cis, all-trans RA, retinol, 
retinal, acetat de retinol 
13-cis, all-trans RA, retinol 

All-trans, 13 cis RA, acitretin 
(I.S.) 

All-trans RA, acetat de retinol 
alltrans (I.S.) 

13-cis, all-trans RA, 13-cis 
acitretin (I.S.) 

Proba biologică 
(cantitatea 
utilizata) 

Plasmă (0,1 ml) 

Ser (0,2 ml) 

Ser (3,5 ml) 

Plasmă (0,5 ml) 

Plasmă (0,5 - 2 
ml) 

Extracţia 

0,9%NaCl, 
metanol, cloroform 
0,1 M acetat de 
amoniu, acetonitril 
(3:1) , hexan 
Etanol, 2 M NaOH, 
Hexan,2MHCl, 
Hexan 
Acetonitril 

Tampon fosfat (pH 
= 7) dietileter -
acetat de etil (1 : 1) 

Coloana 

Nucleosil CI8 

Fa/a mobilă Deîcclia 

Acetonitril - 0,1 M 
acelat de amoniu SO : 20: 

(nni) 

Chemosorb 5- j Acetonitril -- metanol - ; "40 
ODS-4 50° C OJ M acetat de amoiuu • 

(46,7 : 23.3 : 30) • _ 
10?/o THF în mcUinoN" ' 350 Spherisorb 

ODS-2 apa-17 M acid acctic 
(84,85 : 15 : 0.15 

Lichrosorb Acctonilril-nietanoN | 
RP-18 apă-10% acetat de 

amoniu (60 : 16 ; 20 4); 

340 

Rihl 

4: 

44 

Nucleosil C18 Metajiol : acid acetic 
1%(85 ; 15) (B) MA) 4̂  

Numeroasele date din literatura de specialitate recomandă metoda 
cromatografică HPLC cu fază inversă ca fiind, dintre tehnicile HPLC, cea mai 
potrivită pentru separarea retinoizilor şi a izomerilor lor (studiată mai ales din 
probe biologice) pentru toate cele trei generaţii de retinoizi. 
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1.2. Reprezentanţi mai importanţi ai retinoizilor; 
aspecte farmacologice şi biochimice 

In această parte a primului capitol sunt prezentate unele caracteristici 
farmacocinetice, ale metabolismului, precum şi efectele faimacologicc specifice 
ale unor reprezentanţi ai retinoizilor naturali şi de sinteză mai importanţi din 
punct de vedere biomedical. Structura moleculară şi clasificarea acestor retinoizi 
sunt prezentate în cadrul subcapitolului 1.1. 

Acidul retinoic all-trans (tretinoin) este prezentat mai detaliat intrucât el 
este substanţa organică considerată prototip al clasei retinoizilor. care a fost 
aleasă pentru realizarea studiilor din partea experimentală a lucrării. 

1.2.1. Retinoizi din generaţia 1 

Retinolul (Vitamina A) 

Vitamina A a fost izolată încă din anul 1913 de Mc Collum şi Davis ca o 
substanţă denumită iniţial "factor de creştere liposolubil iai" structura sa. 
determinată ulterior de Karrer et al. (1931), a fost identificată ca fiind 
corespunzătoare cu stiuctura all-trans retinolului (fig.1.8). 

,-OH 

Fig. 1.8 Structura moleculară a all-trans retinolului 

Retinolul este o vitamină adevărată deoarece nu poate fi sintetizată în 
organismul mamiferelor, unde ea poate ajunge prin intermediul alimentelor, mai 
ales sub formă de p-caroten. Formarea vitaminei A din p-caroten are loc in 
peretele intestinal sub acţiunea unei p-caioten-15,15'-dioxigenaze (carotenaza), 
cu participarea unei molecule de oxigen. Produsul primar al scindării oxidative^'^ 
a P-carotenului este retinalul care poate fi redus la retinol şi esterificat sau poate 
fi oxidat la acid retinoic (fig. 1.9). Retinolul se absoarbe prin intcr\'enţia unui 
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mecanism de transport activ caracteristic celulelor intestinale, proces facilitat de 
o proteină citosolică specifică CRBP 11 (cellular binding protein II). 

I 5 

A 
f 

o 

_} 1 
•f _} 

} e } 
_} 1 

_} 
} } 

I 

• 

5 

22 

BUPT



După traversarea peretelui intestinal, retinolul este esterificat mai ales cu 
acidul palmitic; esterii sunt încoiporaţi în chiloinicroni, iar pentru doze mau de 
retinol, în fracţiunea LDL a colesterolului; o mică parte din retinol trece dircct in 
circulaţia generală. 

Esterii retinolului'^^ sunt captaţi de ficat, unde se acumulează, realizând 
concentraţii mari cuprinse între 100 şi 300 ^g/g. Depozitul hepatic este suficient 
pentru a menţine, în condiţii de carenţă, concentraţii plasmatice man timp de 
câteva luni. 

înainte de trecerea lor din ficat în circulaţia generală, esterii retmolului 
sunt hidrolizaţi .în plasmă, retinolul se leagă în proporţie de peste 90% de un 
transportor specific denumit RBP (retinol binding protein) o arglobulină, cu 
rolul de a transporta retinolul din depozitul hepatic la anumite ţesuturi. Acest 
transportor numit şi holo-RBP este sintetizat în ficat^'\ iar când este legat de 
retinol 

este puternic complexat cu o precilbuniină denumită în prezent 
transtiretina (TTR). 

Retinolul legat de RBP se fixează probabil de receptori specifici de pe 
membrana celulelor ţintă"*^ de unde este preluat şi transferat intracelular de cătie 
o altă proteină, CREP citosolic (proteina de fixare a retinolului din citoplasmă) 
cu rol în metabolismul şi/sau funcţia retinoidului^'; este posibil ca proteina CRBP 
să medieze şi transportul retinolului în nucleu. Complexul retinol-CRBP 
eliberează retinolul care apoi este transformat în compuşi activi în funcţie de 
tipul ţesutului ţintă: în retină se formează retinal şi rodopsină, în ţesutul epitelial 
se formează acid retinoic''^. 

Pe lângă reacţiile oxidative cu formare de retinaldehidă şi respectiv acid 
retinoic, o altă cale de biotransfonnare cu posibile semnificaţii funcţionale, este 
cea de fosforilare şi apoi glicozilare în principal cu manoză, prezentată în fig. 1.9. 
Aceste reacţii reprezintă din punct de vedere cantitativ, căi minore de 
metabolizare, iar semnificaţia lor este în prezent încă neelucidată. 

Sub formă nemetabolizată, retinolul, retinaldehida sau esterii retinolului se 
elimină doar în cantităţi mici. Ei sunt în parte glucuronoconjugaţi în organism, 
formă sub care intră în circulaţia enterohepatică. Se elimină de asemenea prin 
urină şi prin scaun. 

Dintre proprietăţile farmacologice atiibuite vitaminei A (retinol). sunt mai 
importante cele legate mai ales de procesul vederii, funcţia de reproducere, 
procesele de creştere şi diferenţiere a ţesuturilor epiteliale. 
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Model farmacologic - testul papilonmlui 

O perioadă destul de îndelungată nu au fost disponibile modele biologice 
pentru evaluarea efectelor anticancerigene ale retinoizilor. 

Unul dintie cele mai promiţătoare modele a fost realizat de Bollag'" prin 
inducerea chimică a papilomului la şoarece. în esenţă, papilomul este un 
epiteliom benign cu tendinţa de a degenera în carcinom al celulelor scuanioasc şi 
poate fi obţinut prin aplicarea pe pielea de şoarece a unui iniţiator 7,12-dimetil-
benzantracen, urmată de un tiatament repetat cu o substanţă promotoare 
cancerigenă, uleiul de croton (principiul activ cu efect cancerigen al uleiului dc 
croton este un ester de forbol). Utilizând protocolul de mai sus, carcinomul apare 
în decurs de 5 - 12 luni. 

Studiile iniţiale realizate pe modelul papilomului. cu vitamina A. au 
demonstrat faptul că retinolul previne atât inducerea papilomului şi în acelaşi 
timp determină regresia papiloamelor formate. Utilizând vitamina A palmitai 
administrată oral în doză de 40 mg / kg corp / zi, Bollag" a obţinut înjumătăţi rea 
volumului papiloamelor după un tratament de numai două săptămâni. 

Retinaldehida 

Retinaldehida all-trans este disponibilă pentru organism din două surse: 
prin oxidarea retinolului de provenienţă alimentară sau prin metabolizarea p-
carotenului (fig. 1.9). 

Conversia p-carotenilor în retinaldehidă este sub un control stiict, astfel 
încât un aport excesiv de carotenoizi nu determină o hipervitaminoză A'" cu 
manifestare clinică, doarece retinaldehida odată fonnată poate fi redusă la retinol 
(de către enzimele hepatice şi din mucoasa intestinală) care apoi se depozitează 
în ficat. Cantităţi mici pot fi oxidate la acid retinoic all-trans de către enzime din 
intestin, ficat şi rinichi. 

Retinaldehida all-trans este în mod deosebit importantă pentru 
funcţionarea normală a ochiului, deoarece ea intei-vine direct în funcţia retinei, 
deci în procesul vederii. Analizatorul vizual este locul unde retinaldehida all-
trans poate fi izomerizată la 11-cis retinaldehidă ca parte a ciclului vizual̂ '̂  şi 
reacţia de izomerizare este prezentată în fig. 1.10: 
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CHO 

CHO 

All-trans retinaldehida 11 -cis retinaldehida 

Fig. 1.10 Reacţia de izomehzare a all-tram reiinaldehidei la 11-cis reuna/dehida 

Retinalul intră în stiiictura fotoreceptorilor din retină dispuşi sub fonnâ de 
conuri şi bastonaşe. în bastonaşe se găseşte rodopsina-un pigment fotosensibil 
(numit şi purpura vizuală), iar în conuri se găseşte iodopsina. 

Rodopsina este sensibilă la trecerile de la lummă la întuneric şi invers 
Atât rodopsina, cât şi iodopsina sunt din punct de vedere structural, 
heteroproteine cu acelaşi grup prostetic: II-cis retinaldehida. Gruparea 
aldehidică este necesară pentru sinteza rodopsinei, prin formarea unei baze SchitY 
între 11-cis retinaldehidă şi gruparea 8-aminică a lisineî "*. 

Oxidarea retinolului la retinaldehida se face sub acţiunea enzimei retinol-
reductaza care are drept coenzimă NAD. Rodopsina se formează la întuneric, in 
celulele cu bastonaşe din zona periferică a retinei, din 11-cis retinaldehidă şi 
opsină (o lipoproteină specifică). 

Acidul retinoic all-trans (Tretinoin) 

Acidul retinoic all-tians este un metabolit natural format din retinol şi 
retinaldehidă (fig. 1.9). Concentraţiile fiziologice ale tretinoinului determinate de 
Chiang^^ au fost între 1-3 ng/ml, în timp ce De Leerheer^^ et al. au găsit valori 
între 2,7-4,2 ng/ml. Diferenţele valorice găsite pot fi datorate instabilităţii 
chimice şi fotochimice a retinoizilor ceea ce poate determina interconversia 
compuşilor. 

Astfel, tretinoinul poate fi izomerizat în unul dintre izomerii săi, inclusiv 
în acidul 13-cis-retinoic, sub acţiunea luminii ultraviolete^" ^^ Derivaţii 
glucuronoconjugaţi ai acidului retinoic din plasmă sunt şi ei instabili şi se pot 

5 8 

hidroliza la acidul corespunzător . Structura moleculară a tretinoinului şi a 
principalilor săi stereoizomeri este prezentată în fig. 1.18. 

Spre deosebire de retinolul ingerat natural, alimentaţia umană '̂̂  furnizează 
cantităţi relativ mici de acid retinoic all-trans. Pentru absorbţia sa nu sunt 
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necesare mecanisme specifice, iar transportul acidului retmoic în circulaţia 
generală nu este mediat de proteine transportoare specifice'''^ 

Deşi acidul retinoic este foarte lipofil, transportul său se desfaşoarâ 
aproape în întiegime prin legarea sa de albumine plasmatice. Totuşi, au fost 
identificate unele proteine specifice de legare, atât în membranele celularexât şi 
în citosolul celular al diferitelor ţesuturi, atât la animale, cât şi la om". 

Acestea sunt denumite proteine celulare specifice de legare pentru acidul 
retinoic-CRABP (I şi II). Ca şi în cazul retinolului, ele funcţionează probabil, ca 
transportori prin membranele celulare şi este foarte posibil ca ele sâ medieze 
transferul acidului spre nucleu, unde s-a evidenţiat existenţa unor receptori 
nucleari specifici de acelaşi tip cu cei pentiii hormonii steroizi şi hoimonii 
tiroidieni, denumiţi RAR«, RARp şi RAR.̂ . Complexul acid retinoic -receptor 
acţionează asupra ADN, reglând procesul de transcripţie nucleară. 

Există dovezi experimentale care atestă că nivelele de CRABP sunt 
crescute, atât în ţesuturile psoriatice, cât şi în cele canceroase^'. 

Acidul retinoic nu este reţinut în organism, ci este eliminat rapid pnii 
metabolizare. Metabolismul acidului retinoic all-trans'̂ '̂  este prezentat în fig. 
1.11. 

Date farmacologice indică de asemenea faptul că acidul retinoic nu poate 
fi readus la forme active de retinaldehidă şi retinol deoarece, în timp ce acidul 
poate influenţa procesul de creştere la mamifere cu hipovitaminoză A, el nu 
poate fi un substituent pentru funcţia de reproducere sau pentru procesul vederii 

Unele căi metabolice dau totuşi naştere la compuşi care păstrează 
activitatea retinoid-like, ca de exemplu izomerizarea reversibilă la analogul său 
acidul 13-cis retinoic (izotietinoin). Dintre metaboliţii săi, p-glucuronid 
conjugatul acidului retinoic all-trans este la fel de activ ca şi acidul din care 
provine. Acest metabolit a fost identificat^^ în numeroase ţesuturi, inclusiv în 
ficat şi în epiteliul intestinal. Acţiunea sa, ar putea fi datorată unei hidrolize 
chimice sau biochimice cu refacerea acidului retinoic, situaţie în care formarea 
metabolitului ar putea fi considerată ca o dezactivare metabolică^^ 

Eliminarea ulterioară a conjugatului prin secreţie tubularâ, prin epiteliul 
intestinal sau prin bilă^^ ar putea face posibilă apoi integrarea sa în circuitul 
enterohepatic. 

Importanţa acestei căi metabolice este relativă; astfel, în studii efectuate la 
şobolani^"* şi respectiv la câini^^ s-a evidenţiat doar o mică proporţie astfel 
metabolizată, în timp ce studiul lui Zile '̂̂  et al. a identificat în bila şoarecilor 
peste 10% din doza administrată sub formă de acid retinoic liber sau conjugat. 
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Prin studiile efectuate până în prezent, semnificaţia acestei căi metabolice nu a 
fost încă complet elucidată. 
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Majoritatea căilor de metabolizare a tretinoinului (fîg. 111) conduc la 
pierdere a activităţii retinoid-like, iar cele trei reacţii mai importante sunt: 

a) O paite a acidului retinoic este conjugată cu taurină, iar compuşii conjugaţi 
sunt apoi eliminaţi prin bilă; 

b) Hidroxilarea la C4 din inelul ciclohexenil, urmată de oxidare la o 4-cetonâ 
care poate fi apoi eliminată prin bilă şi urină după o ulterioară reacţie dc 
hidroxilare şi/sau conjugare; este probabil cea mai importantă reacţie de 
inactivare; 

c) Reacţii de decarboxilare care conduc la pierderea secvenţială a două unităţi de 
C din lanţul polienic conjugat. 

Spre deosebire de retinol, diferiţii acizi retinoici, rezultaţi prin 
metabolizarea acidului retinoic all-trans, nu sunt reţinuţi în depozitele tisulare şi. 
ca urmare, sunt eliminaţi^^ rapid din organism. în urină nu s-au putut detennina 
decât metaboliţi, iar în bilă numai cantităţi mici de acid liber''^ 

Studii cu acid retinoic marcat radioactiv^^- au indicat că bila e.ste calea 
principală de eliminare a metaboliţilor acidului retinoic all-trans. 

Studii realizate la mamifere, au indicat faptul că, proporţia relativă a 
metaboliţilor acidului retinoic all-trans, depinde şi de doza administrată. .Astfel. 
Roberts şi Frolik^^ au demonstrat că raportul de metabolizare a izomerului 13-cis 
(izotretinoin) în 4-oxo-acid retinoic, format în experimente efectuate pe ţe.suturi. 
in vitro, scade cu creşterea dozei de tretinoin administrat. 

Studii de farmacocinetică similare, cu tretinoin la om, sunt puţine S-a 
administrat o doză imică de 0,5 mg intravenos la un voluntar, ca doză de control 
pentru un studiu de absorbţie topică. După administiarea intravenoasă, 
concentraţiile plasmatice determinate^^ la 5 minute respectiv 1 oră, au avut 
valorile de 14,6 şi respectiv 5,4 ng/ml. Pe baza acestor date, s-a estimat ulterior 
volumul de distribuţie^^ pentru tretinoin la om ca fiind de aproximativ 30 1. 

După aplicare topică^^, nivelele de tretinoin au fost raportate ca nefiind 
măsurabile (< 2 ng/ml), chiar după un interval de 28 de zile de aplicare continuă 
a unei creme 0,025% pe braţe şi pe picioare şi, de asemenea, nici după o aplicare 
unică pe întregul corp a unei creme 1%. 
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Acţiunea farmacologică a acidului retinoic pe tegument 

Acidul retinoic all-trans (tretinoin), deşi posedă multe dm acţiiinilc 
farmacologice ale vitaminei A, este în prezent indicat mai ales pentru tratamente 
locale în acnee^^ datorită acţiunii comedolitice şi sebostatice, dar şi în psoria/is. 
o afecţiune hiperproliferativă. 

Utilizarea acidului retinoic all-trans pe cale orală este limitată de efectclc 
sale secundaie de tip hipervitaminoză, care pot apărea chiar şi după administrarea 
unor doze terapeutice. 

Unul dintre cele mai cunoscute efecte produse prin aplicarea topică a 
retinoizilor de tipul tretinoinului este hipeiplazia epidermei. Ipoteza că 
hiperplazia epidermei ar fi mediată de receptorul de tip RAR (receptor specific 
pentru acidul retinoic) este susţinută şi de fapml că un antagonist specific ai 
acestui tip de receptor, cu denumirea AGH 193109, se fixează pe receptoni RAR 
cu o afinitate comparabilă cu a tretinoinului, dar nu induce şi tianscripţia genică 
în experimentul pe culturi celulaie^'. 

Utilizarea tretinoinului ca preparat topic este limitată de efectul său iritant 
local al pielii. Pe baza asemănărilor cu unele substanţe iritante ale pielii, se poate 
face presupunerea că hiperplazia epidermei indusă de tretinoin, ar putea fi 
rezultatul unor efecte nespecifice, independente de fixarea pe receptori'^ Pe de 
altă parte, discontinuitatea fizică a epidermului poate explica, în viziunea lui 
Proksch et al.^^ efectul iritanţilor nespecifici în inducerea hiperplaziei epidcnnei. 
Thacher et al.̂ "*, au constatat o bună corelare între hiperplazia retinoid-indusă şi 
iritaţia locală produsă de retinoid. 

Investigaţii recente au evidenţiat rolul benefic al acidului retinoic all-trans. 
aplicat topic, în profilaxia îmbătrânirii pielii datorită radiaţiilor solare (în special 
UVB), acţiune cunoscută sub numele de „anti-foto-aging-effect". 

Acidul retinoic, după aplicare topică, timp de 10 săptămâni, la şoareci tară 
păr, a stimulat depunerea unui strat subepidermic de c o l a g e n g r o s de 
aproximativ 100 şi creşterea proporţiei colagenului^^' de tip I. 

Acidul retinoic şi-a demonstrat utilitatea ca agent de chemoprevenţie sau 
de chemoterapie anticanceroasă. Cele mai recente studii clinicc au demonstrat 
efectul său benefic în anumite forme de cancer, şi mai ales în keratozele actimce 
Mecanismul efectului anticanceros nu a fost încă precizat. Acidul retinoic nu aie 
proprietăţi citostatice. El favorizează transformarea celulelor maligne, prin 
diferenţiere, în celule normale, efectul fiind atribuit intervenţiei sale reglatoare în 
sinteza proteinelor (fibronectina) şi glicoproteinelor. 
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De asemenea, acidul rerinoic prezintă şi o acţiune melanotiopâ''. fund util 
în tratamentul unor boli de hiperpigmentare (melasmă). 

Tretinoinul acţionează prin activarea unor factori de creştere'", asupra 
fazei anagene a foliculului pilos, determinând acţiunea de inorfogenezâ şi dc 
creştere a părului. 

Acidul 13-cls-retinoic (izotretinoin) 

Acidul 13-cis retinoic (izotretinoin, Roaccutane®), este singurul retinoid 
sintetic din prima generaţie, utilizat clinic în administrare sistemică în cazuri 
severe de acnee, ca de exemplu acnee chistică severă '̂̂ , dai şi în pitiriazis rubra 
pilaris^®, în boala lui Darier^' şi în keratoza palmară^^. 

Studiile privind absorbţia orală a izotietinoinului la om, au fost efectuate 
cu doze unice pe voluntari, în inaniţie. Variaţiile destul de semnificative, s-ar 
putea explica şi prin diferenţele între formele de administrare. RoaccutaneCH. 
capsule gelatinoase, faţă de studiile de început, în care izotretinoinul era 
administrat ca suspensie. Astfel, peak-ul concentraţiei sanguine, după o doză 
unică de 80 mg izotretinoin în suspensie, a fost găsit de 436-950 ng/ml la 1 -3 ore 
după administrare^^, în timp ce, după administiarea a 100 mg sub fomiă de 
capsulă, concentraţiile maxime de 74-511 ng/ml au fost detenninate după 2-4 
ore^^. Pentru a studia modul în care variază absorbţia orală în funcţie de doză, s-
au administrat doze de 80,160,240 şi 320 mg izotretinoin în capsule gelatinoase, 
folosind o schemă de tratament de tip înciiicişare („cross-over"). Atât 
concentraţiile maxime, cât şi ASC-ul (aria de sub curba concentraţiei plasmatice 
a medicamentului în flmcţie de timp), au fost dependente de doza administrată 
până la valoarea de 240 mg, după care nu au mai crescut. Toate dozele au fost 
eliminate cu un T1/2 mediu între 13,5 şi 16,5 ore. Din cauza efectului teratogen al 
izotretinoinului, dozele mari^^ nu pot fi utilizate pentru tratamentul în acnee 

Acumularea medicamentului (cinetica dozelor multiple) s-a studiat pe 
pacienţii cu acnee chistică®'\ cărora li s-a adminstrat oral Roaccutane®, capsule, 
iniţial 80 mg, apoi 40 mg/zi timp de 25 de zile şi o doză finală de 80 mg. Prima şi 
ultima doză au fost luate în condiţii de inaniţie. Valorile obţinute pentiu 
concentraţiile plasmatice maxime, ASC şi pentru T| 2, în cazul smdiului cu doze 
multiple, au sugerat că nu există modificări semnificative de farmacocinetică 
în timpul administrării repetate. Experimentul confirmă stabilirea unei 
concentraţii plasmatice constante („steady-state") după 5-7 zile de tiatament 
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şi numai o mică acumulare a medicamentului. Rezultatele acestui studiu"' 
contrastează cu datele obţinute anterior la un grup de pacienţi cu cancer, cârora I, 
s-au administrat doze mari (3 mg/kg corp/zi) şi caie au prezentat o creştere dc 3 
on a Cmax şi ASC-ului în timpul tratamentului de 12 zile. Diferenţa ar putea 
indica faptul că, izotretinoinul este eliminat mai lent la bolnavii cronici (studii cu 
privire la efectele asupra funcţiei renale, hepatice şi studii cu pnvire la influenţa 
vârstei asupra farmacocineticii izotretinoinului, nu s-au realizat până în pre/ent ) 

Ca şi alţi retinoizi, izotretinoinul este foarte Iipofil, ca unnare, în circulaţia 
sistemică este puternic legat de proteinele plasmatice, aproape exclusiv de 
albumine. Există puţine date în literatură, referitoare la detenninarea 
concentraţiei izotretinoinului în piele, la pacienţi cu acnee nodulo-chistică Sujdii 
la şoareci, cărora li s-a adminstrat medicamentul intiavenos, indică concentraţii 
tisulare în general mai scăzute comparativ cu cele plasmatice, în consecinţă, nu 
există nici o dovadă care să sugereze depozitarea specifică într-un anumit 

85 organ . 
Metabolismul izotretinoinului este legat de cel al izomerului all-trans, 

deoarece, cei doi compuşi sunt interconvertiţi in vivo'̂ '̂  20-30% din doza 
administrată, fiind metabolizată pe această cale. Deoarece interconversia poate fi 
catalizată de lumină, probele obţinute din aceste studii se vor proteja cu multă 
atenţie^^. 

Dintre metaboliţi, 4-oxo-derivatul (acidul 4-oxo-13-cis-retinoic) se 
acumulează după o administrare continuă şi detennină concentraţii constante în 
circulaţia sistemică de 2-5 ori mai mari decât ale medicamentului netiansforniat, 
dar are un volum de distribuţie mai mic decât al izotretinoinului'^\ Alţi metaboliţi 
presupuşi, dar încă neidentificaţi, includ probabil derivaţi glucuronoconjugaţi 

Studiile iniţiale cu privire la excreţia izotretinoinului nemarcat, au indicat 
că după administrarea orală, cantităţi neglijabile de izotretinom neconjugat au 
fost identificate în urină, iar 53-74% s-a eliminat nemodificat prin scaun^ 
Activitatea enzimelor hepatice metabolizante ale izotretinoinului nu este 
influenţată de acesta. Cel mai limg T| 2 pentu izotretinoin, la pacienţi cu acnee, 
după tratament cu Roaccutane®, este de aproximativ 24 ore. Pe această ba/â. 
eliminarea medicamentului ar trebui să fie completă în 7 zile de la întreruperea 
tratamentului^^. Mai mulţi metaboliţi ai izotretinoinului, sunt totuşi eliminaţi mai 
lent decât compusul de bază; din acest motiv, se recomandă menţinerea 
contracepţiei efective pe durata a cel puţin unui ciclu menstrual după oprirea 
tratamentului, în cazul în care este tratată cu izotretinoin o femeie a cărei vârstă 
face posibilă apariţia unei sarcini. 
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Acţiune farmacologică a izotretinoinului 

Acneea apare ca o consecinţă a funcţiei anonnale a glandelor sebacee 
există câteva modalităţi prin care retinoizii îşi exercită acţiunea lor benefică; 

^ Scad producţia şi implicit secreţia de sebum; 
^ Modifică compoziţia lipidelor de la suprafaţa tegumentului; 
^ Scad proliferarea Propionibacterium acnes; 
^ Previn keratinizarea foliculară anoimală. 

Caracteristica esenţială pentru a distinge acneea de alte dermatoze, este o 
secreţie sebacee crescută, creând un mediu ideal pentru proliferarea 
Propionibacterium acnes. 

O metodă simplă de a stimula secreţia de sebum la animale, o constituie 
administrarea de testosteron la şobolani sau hamsteri imaturi, deoarece 
diferenţierea glandei sebacee într-o glandă funcţională, matură, este dependentă 
de prezenţa hormonilor androgeni^*^. 

Această stimulare a producţiei de sebum este blocată de mai multe 
substanţe, incluzând acidul 13-cis retinoic, antiandrogeni şi estrogeni. 

Datele din literatură, arată că exacerbarea dezvoltării şi activităţii 
secretorii ale glandelor sebacee sunt factori esenţiali în formarea leziunilor 
inflamatorii din acnee. 

S-a demonstrat că acidul 13-cis retinoic, după o terapie de 3 săptămâiu. la 
pacienţi cu acnee nodulo-chistică, scade secreţia de sebum '̂̂  cu 86%. 

Specificitatea acidului 13-cis retinoic în a acţiona împotnva glandelor 
sebacee, poate fî demonstrată prin modelul organului de flanc al hamsterului'"'. 
Organul de flanc are glande sebacee, celule dermice pigmentate şi foliculi piloşi 
pigmentaţi mari, care sunt androgen-sensibili. Orice antiandrogeni vor afecta 
toate cele trei tipuri celulare. Tratamentul organelor de flanc ale hamstenlor 
masculi, maturi, cu acid 13-cis retinoic, subcutanat (2 injecţii/săptămână, timp de 
trei săptămâni), a determinat o reducere marcată a dimensiunii glandelor sebacee, 
fară a afecta celelalte tipuri celulare. S-a semnalat şi o diminuare a creşterii 
glandelor sebacee^®. 
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Modele farmacologice de studiu a acţiunii locale a acizilor all-irans 
şi 13-cis retinoic 

Studii in vivo. Comedogeneza 

Obstrucţia orificiului folicular al glandei sebacee, împiedică conţinutul său 
să ajungă la suprafaţa pielii. Aceasta determină acumularea de lipide în duetul 
folicular, fapt care poate provoca formarea de comedoane. Comedoanele sunt 
rezultatul unor modificări complexe în diferenţierea celulelor epiteliale situate 
de-a lungul duetului foliculului glandei sebacee'^^ Una dintre cele mai importante 
schimbări, este apaiiţia unui stiat comos, hipertrofiat, datorită celulelor acestui 
strat care suferă o keratinizare terminală anormală. Celulele prezintă pereţi 
îngroşaţi şi sunt strâns alipite. Uneori, celulele pot fonna un "dop" comedonal 
care comprimă straturile de celule anormale keratinizate, constituind o masă 
compactă în care se găsesc dispersate sebum şi bacteriile (Propionibacterium 
acnes) care proliferează. 

Unele dintre caracterele comedogenezei umane pot fi redate pe modele de 
animale sensibile la acţiunea retinoizilor ca: modelul urechii de iepure sau 
modelul de şoarece rhino (şoareci mutanţi fară păr). în modelul urechii de iepure, 
glandele sebacee mari, sunt badijonate cu gudron de cărbune ("coal tar") care 
produce o hiperkeratinizare după 5 săptămâni*^'. Aplicarea locală a retinoizilor a 
redus semnificativ numărul de comedoane^^; astfel, acidul retinoic all-trans a 
produs o reducere (dependentă de zonă) a numărului de comedoane induse de 
gudronul de cărbune la o valoare a DE50 de 0,02% (0,5 ml aplicat local de 5 ori 
pe săptămână, timp de 2 săptămâni). 

Modelul pe şoareci rhino (mutanţi fară păr) prezintă unnătoarele 
caracteristici^^: foliculii sebacei din pielea acestor animale sunt distanţaţi de 
stratul comos excesiv şi la deschiderea duetului la suprafaţa pielii, vârfurile 
acestor dopuri foliculare keratinizate sunt pigmentate brun-închis. Deşi grosier, 
aceste structuri seamănă cu comedoanele deschise umane, însă ele nu conţin 
Propionibacterium acnes şi nici dopul folicular nu poate fl eliminat prin presiune 
Pielea devine progresiv zbârcită astfel încât, la şoarecii adulţi atârnă în cute largi. 
Pe acest model, au fost evaluaţi pentru activitate antikeratinizantă'^~ un numai 
important de retinoizi. Dintre aceştia, acidul retinoic all-tians a refăcut stiuctura 
neobişnuită a pielii şoarecelui rhino la un aspect aproape nonnal. în mare parte. 
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pielea tratată devine la fel de netedă ca şi la şoarecele aleile fără pâr, iar pl.ur.lc 
şi cutele suplimentare ale pielii au dispărut aproape complet. 

Efectul cutanat al retinoizilor se poate cuantifica pnn măsurarea 
diametrului utriculului'' în întregul epideim din pielea şoarecelui rliino. Astfel, 
dacă la şoareci rhino netrataţi diametrul utriculului variază între 175-206 ).im. 
după tratamentul cu acid retinoic all-trans şi l3-cis, atât oral, cât şi local, s-au 
produs reduceri dependente de doză ale diametrului acesmia. S-a constatat că 
acidul retinoic all-trans este evident mai eficace în aplicarea topici decât acidul 
13-cis retinoic. 

Prin modelul organului de flanc'̂ ® al hamsterului poate fi demonstrată 
acţiunea specifică a acidului 13-cis retinoic asupra glandelor sebacee. 

Studii in vitro 

Efectele principale ale acidului all-trans şi 13-cis retinoic. la om şi la 
animale de experienţă determină o diminuare a keratinizării şi o reducere a 
secreţiei de sebum. 

Sisteme celulare sensibile, specifice pentru retinoizi sunt: culturile de 
celule epidermice din tegumentul de şoarece şi culturi celulare de organ traheal 
de hamster cu hipovitaminoză A. în ambele cazuri adaosul de vitamina A in 
cultura celulară a determinat o creştere marcată a ARN-ului celular şi o scădere a 
producţiei de keratină. 

Acidul retinoic all-trans are o valoare a DE50. ca reversor al keratinizăni. 
de 3x10'̂ ® M, iar pentru efectul său de stimulare a ARN-ului epitelial, de 4x lo '" 
M. în ceea ce priveşte potenţa efectului biologic, acidul retinoic all-trans este de 
cel puţin 10 ori mai puternic decât vitamina A. 

în general retinoizii intensifică proliferarea şi descuamarea celulelor 
epidermice de cultură şi pot inhiba diferenţierea. O concentraţie de 10 " M de acid 
retinoic determină stratificarea celulelor epidermice umane, dar nu se mai 
formează stratul granulos şi comos ca în cazul epidermului normal. Este afectată 
de retinoizi, atât formarea filagrinei, cât şi fonnarea unor componente ale 
desmozomilor^^. 

Efectele retinoizilor la nivelul biosintezei keratinei au fost studiate'"' pe 
culturi de celula epiteliale de bronhii umane. 

Cele mai puternice efecte ale retinoizilor constau în inhibarea sintezei 
keratin-proteinelor cu G.M. de 48000 şi respectiv 50000 (citokeratinele 16 şi 
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respectiv 14), precum şi stimularea simezei proteinelor cu G M de 40f)00 şi 
respectiv 52000-54000. Modificarea smtezei keratineior poate 11 blocată pr,n 
actinomicina D, indicând faptul că retinoizii afectează această sinteza pnn 
controlul transcripţiei nucleare^^. 

Retinoizii influenţează de asemenea, biosinteza componentelor matricei 
extracelulare; în culturi de keratinocite de iepure acidul retinoic all-trans a produs 
o creştere semnificativă a sintezei de fibronectină^'^. 

O proteină epitelială sensibilă în mod special la retinoizi este 
omitindecarboxilaza. Sinteza ei în celulele epiteliului traheal de şobolan este 
indusă^® de către esterii de forbol după 3-5 ore şi aproape complet blocată de 
acidul retinoic all-trans 10'̂  M. 

In modelul realizat pe culturi de fibroblaşti umani tiataţi cu acid retinoic 
all-trans, Daly şi Weston^^ au evidenţiat o scădere a proliferării fibroblaşti lor. dar 
şi o creştere a sintezei de colagen. Modificarea sintezei de colagen este însotită 
de 

o diminuare a producerii colagenazei'^^; întrucât această enzimă este esenţiala 
în clivarea colagenului se poate face presupunerea că ar putea fi influenţată şi 
clivarea colagenului extracelular. 

1.2.2. Retinoizi din generaţia a 2-a 

Etretinate (Tigason®) 

Etretinatul a fost selecţionat dintre aproximativ 1500 retinoizi sintetici 
evaluaţi de firma Hoffman La Roche. Cea mai importantă caracteristică a 
acidului 13-cis retinoic şi a etretinatului este faptul că ei au, comparativ cu acidul 
retinoic all-trans, indici terapeutici superiori. îmbunătăţirea a fost apreciată 
printr-o creştere a potenţei etretinatului în modelul antipapilom, tară o creştere 
corespunzătoare a hipervitaminozei A. Aceasta, a sugerat posibilitatea separăni 
diferitelor acţiuni ale retinoizilor pentru obţinerea unei specificităţi mărite. 
Comparând efectele farmacologice ale etretinatului cu ale acidului 13-cis 
retinoic, distingem următoarea diferenţă: etretinatul este relativ mai puţin activ în 
suprimarea secreţiei de sebum, în timp ce acidul 13-cis retinoic este mult mai 
eficace din acest punct de vedere. 

Etretinatul produce diminuarea semnificativă a hiperkeratinizării pe o 
varietate de modele, in vivo şi in vitro; o caracteristică suplimentară a profilului 
farmacologic al etretinamlui este acţiunea sa imunomodulatoare marcată. Astfel. 
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pe un model de hipersensibilitate'®' de tip întârziat ia şoareci, s-a arătat câ 
etretinatul este de cel puţin 3 ori mai puternic decât acidul 13-cis retuioic in 
inhibarea reacţiei de hipersensibilitate. Etietinatul inliibâ hipersensibilitatea de tip 
întârziat când este administrat în timpul sensibilizării la antigen, dar nu ma» este 
eficient dacă este administrat în momentul provocării an t igen ice 'Aceas tă 
acţiune este produsă probabil ca rezultat al sensibilizării scăzute a limfocitelor T-
helper la antigen. în psoriazis, etretinatul a redus citotoxicitatea anticoipo-
dependentă mediată celular'®\ indicând că nnunomodularea poate fi o 
componentă importantă a acţiunii sale terapeutice 

Observaţia că retinoizii pot afecta sistemul imun, oferă speranţa că 
viitoarele generaţii de retinoizi vor putea fi sintetizate cu efecte benefice în bolile 
autoimune. 

Farmacocinetica etretinatului 

Administrarea intravenoasă a unei doze unice de 10 mg etretinat •H, la 5 
voluntari, a determinat obţinerea unui nivel plasmatic iniţial de 600 ng/ml care a 
scăzut rapid după 12-24 ore de la administrare la numai 5 ng/ml. Concentraţiile 
metabolitului primar, acitretin'®" ,̂ au atins un maxim la aproximativ 2 ore de ia 
administrare, iar apoi au scăzut cu o viteză similară cu a concentraţiei 
medicamentului netransfoimat. Un alt studiu"^" ,̂ s-a realizat prin administrarea 
unei doze unice orale de 100 mg etretinat nemarcat (4 capsule de 25 mg); 
medicamentul a fost rapid absorbit pentru a ajunge apoi la o concentiaţie maximă 
între 400-600 ng/ml plasmă după 2-3 ore. Nivelul a scăzut apoi exponenţial cu un 
Ti/2 aparent de 7-9 ore. Comparând valorile ASC cu cele de la administrarea 
intravenoasă, s-a obţinut o biodisponibilitate medie ± SEM de 44 ± 14% (intre 
30-70%). 

Concentraţiile plasmatice ale etretinatului sunt mai mari când doza este 
administrată împreună cu lapte sau alimente grase, indicând posibilitatea ca 
absorbţia orală a etretinatului să fie mediată de către vasele limfatice mai mult 
decât de către sistemul portal'"^ De asemenea, este posibil ca variaţiile 
plasmatice relativ mari din studii, să se datoreze unor diferenţe individuale in 
distribuţia medicamentului. 

în administrare pe termen lung, atât etretinatul, cât şi inetaboliţii săi activi, 
se acumulează într-un grad neaşteptat de mare. Astfel, un studiu realizat de 
Paravicini'®^ et al , a arătat că după două săptămâni de administrare orală 
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continuă la voluntari, etretinatul a putut fi detectat în plasmă timp de mai mult de 
7 zile după administrare, iar T12 apaient era acum de 4-8 zile. Acumulai ca 
neaşteptată, urmată de o eliminare lentă, a fost de asemenea observată la pacienţii 
psoriatici cărora li s-a administrat o doză de 25 mg timp de 10 zile, precum şi la 
pacienţi cu boala Darier'®^ care au fost trataţi cu etretinat timp de şase săptămâni 
O eliminare chiar mai lentă a fost observată la pacienţii trataţi până la un an, ale 
căror probe plasmatice conţineau concentraţii substanţiale , atât de etretinat. cât şi 
de metabolit, la 140 zile după întieruperea tratamentului, estimându-se că ambii 
compuşi (etretinat şi acitretin) au un T| 2 de 60-90 zile. 

Acumularea etretinatului în timpul terapiei, este explicată de Paravicini'"^ 
et a l , prin aceea că o mică proporţie din fiecare doză este reţinută într-un 
„compartiment profund", de unde se elimină lent. Studii iniţiale pe animalele dc 
laborator, au indicat că, la fel ca şi în cazul retinolului, etretinatul poate fi preluat 
şi stocat în ficat; de exemplu, la şobolanii trataţi cu o doză unică, fixarea '' 
reprezintă 16% din doza administrată. La pacienţii psoriatici, concentraţia în 
probele de biopsie hepatică a fost aproape identică cu cea plasmatică, ulterior 
demonstrându-se că depozitarea a avut loc în principal în ţesutul adipos. S-a 
evidenţiat de asemenea, că după o lună de terapie, concentraţiile de etretinat'"^ 
determinate în grăsimea subcutanată sunt de aproximativ 20 de ori mai mari 
decât cele din epiderm şi derm. 

întreruperea tratamentului a determinat eliminarea rapidă a medica-
mentului din ţesutul epidermic, în paralel cu dispariţia efectelor secundare 
cutanate. Eliminarea etretinatului din grăsimea subcutană s-a produs mult mai 
lent şi etretinatul a putut fi detectat încă 18 luni. Date suplimentare, că ţesutul 
adipos este, de fapt, „compartimentul profund", au fost furnizate de analize pe 
probe de autopsie'^^. La autopsie, nivelele metabolitului pnmar (acitretin), în 
toate organele au fost mai mici decât cele ale etretinatului, încă o dovadă că 
cinetica acestui compus este limitată de viteza de formare în acelaşi studiu' *', 
concentraţiile izomerului 13-cis acitretin, se ridicau la mai puţin de 10% din 
valorile corespunzătoare pentru aciti etin. 

Căile metabolice pentru etretinat sunt considerate a fi următoarele: 

^ dezesterificare la acitretin, unnată de izomerizare la 13-cis acitretin 
şi/sau conjugarea grupării -COOH libere; 

v̂  demetilarea grupei metoxi ataşată de inelul arii; 

v̂  degradarea oxidativă a catenei polienice. 
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Până în prezent, singurii metaboliţi idenrificaţi în plasma umană sunt 
acitretin şi 13-cis acitretin (fig. 1.12), iar în urină au fost izolaţi şi ident.ficati 18 
metaboliti. 

COOC,H, 

Etretinat 

H3CO 

COOH 

COOH 

13-cis-acitretin 

Fig. 1.12 Structura moleculară a etretinatului şi a metaholiţihr seu 

Hani' '° et al. au determinat că excreţia unei doze unice de etretinat marcat 
la pacienţii psoriatici se face în proporţie de 90% în 8 zile, din care pe cale 
urinară şi 75% prin scaun. Prin uiină nu se elimină medicamentul netransformat, 
dar în scaun etretinatul netransformat a fost componentul major. 

Acumularea posibilă a etretinatului în ţesutul adipos nu are aparent o 
consecinţă toxică directă, deoarece această legare este nespecifică şi nesaturabilă. 
Toxicitatea ar putea să apară doar dacă întreaga cantitate de medicament stocat 
este eliberată într-o perioadă foarte scurtă de timp. 

Necesitatea supravegherii prelungite a pacientelor tratate cu Tigason®, 
constituie o complicaţie a tratamentului cu acest medicament; principalul compus 
de alternativă îl reprezintă metabolitul său primar activ, şi anume acinetmul. 
Rezultatele obţinute indică faptul că acest compus constituie un tratament eficacc 
în psoriazis. 
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1.2.3. Retinoizi din generaţia a 3-a 

încă de la începutul anilor 1980, s-a realizat dezideratul de a obţine prin 
sinteză, o structură derivată din cea a acidului retinoic all-trans, dar având o 
potenţă mult mai mare. 

Primul compus important al acestei clase a fost sintetizat în 1980 şi el este 
un analog al acidului retinoic all-trans'", fiind de 300-1000 de ori mai activ decât 
acesta; este vorba despre acidul (E)-4-(5,6,7,8-tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-2-
naftenil-l-propenil)-benzoic, denumit şi TTNPB sau Ro 13-7410, cu structura 
clasică şi respectiv geometria lui optimizată"^ cu MM+ şi AM 1 prezentate în fig 
1.13: 

15 COOH 

Ro 13-7410 (TTNPB) 

Fig. 1.13 Structura clasică a arotinoidului Tll^/PB şi geometria ha 
optimizată cu MM + şi AMl 

Acest analog poate fi considerat, ca şi alţi compuşi sintetizaţi ulterior, un 
derivat al acidului retinoic all-trans cu conformaţie restrictată în care mobilitatea 
catenei polienice flexibile a fost restrictată prin încorporarea a 4 duble legătun în 
cicluri aromatice; noile legături formate, pentru compusul TTNPB pot fi 
reprezentate schematic astfel (fig. 1.14): 

Fig. 1.14 Reprezentarea schematică a noilor legături formate în compusul TCNPB 

Noua clasă de retinoizi obţinută prin modificarea structurii acidului 
retinoic aJl-trans în acest mod, a fost denumită de Bollag" \ clasa arotinoizilor. 

Eficienţa biologică a compusului TTNPB, a fost demonstrată pe modele 
experimentale (teste pe culturi celulare sau de organe izolate-trahee), DE50 fnnd 
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mult mai mici, comparativ cu toate celelalte clase de retinoizi testate în acelaşi 
mod , iar esterul compusului TTNPB a fost evaluat cu bune rezultate în 
experimente clinice, în tratamentul unor afecţiuni deimatologice la om Utilizând 

i<\i r.i iH valori experimentale din literatură referitoare la activitatea biologică''' 
unei serii de retinoizi şi de analogi ai acestora din care TTNPB este cel mai acti\ 
(în inhibarea cheratinizării traheei de hamster, inhibarea mducţiei 
omitindecarboxilazei şi respectiv inhibarea tumorilor induse în epidermul dc 
şoarece) Popovici M.^'^ et al. au obţinut printr-un studm QSAR-MTD unele 
informaţii relevante asupra topografiei sterice a situsurilor de interacţiune a 
receptorilor implicaţi în cele trei acţiuni biologice menţionate ale liganzilor 
retinoici studiaţi; rezultatele corelaţionaie validate statistic la un nivel de 
încredere suficient de bun au permis propunerea unor structun noi, cu activităţile 
biologice precizate mai sus mai bune. 

Doi alţi arotinoizi obţinuţi prin înlocuirea sau pnn decarboxilarea grupei 
carboxil, Ro 15-1570 şi respectiv Ro 15-0778, au prezentat un interes deosebit: 

Ro 15-1570 Ro 15-0778 

Derivatul decarboxilat Ro 15-0778, a demonstrat o potenţă de 30 de ori 
mai mare decât acidul 13-cis retinoic în suprimarea secreţiei de sebum. 
testosteron-stimulate. în plus, compusul nu a detenninat hipervitaminoză A şi 
nici nu a produs efecte teratogene în experimentele realizate pe animale"'. 

In principiu, pentru a avea o activitate biologică în modelul papiloniului, 
orice retinoid trebuie să prezinte în structura sa, fie o grupare carboxil, fie o 
formă de precursor al acesteia (ester etilic). Primul compus, care deşi nu mai 
posedă în structura sa gruparea carboxil, şi-a menţinut activitatea biologică, atât 
în testul antipapilom, cât şi în testul de inhibare a diferenţierii epiteliale. este 
denumit Ro 15-1570, iar activitatea sa este studiată, în prezent, în tratamentul 
psoriazisului. Datorită absenţei grupării COOH, acest compus nu se mai fixează 
pe proteinele transportoare CRABP, dar s-a demonstrat că arotinoizii 
corespunzători unor acizi sulfinici şi sulfonici, se fixează pe receptorii celulan 
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specifici, deşi presupunerea că aceştia ar putea fi metaboliţii compusului Ro 15-
1570 nu a putut fi demonstrată"^. 

Heteroarotinoizii sunt retinoizi sintetici, derivaţi structurali, atât ai 
acidului retinoic all-trans, cât şi ai arotinoizilor, ei având inclus un heteroatom 
într-un ciclu de cinci (fig. 1.15- c,d) şi respectiv de şase atomi (fig. 1.15 - e,f) în 
structura componentelor de bază. 

Importanţa biologică promiţătoare a acestor heteroarotinoizi ca substanţe 
anticanceroase, utile în terapia umană, esta susţinută şi de toxicitatea lor mult mai 
redusă în comparaţie cu a acidului retinoic all-trans sau a arotinoizilor'^^' . O 
posibilă explicaţie a acestei toxicităţi reduse poate fi datorată faptului că singura 
modificare structurală realizată, constă în includerea într-un ciclu (din structura 
arotinoidului sau acidului retinoic), a unui heteroatom, ceea ce, în primul caz 
reduce toxicitatea de 1000 de ori, iar în cazul în care modificarea are loc în 
structura acidului retinoic all-trans toxicitatea'"' se reduce de numai 3 ori. 

OH 

Acid retinoic all-trans 
(a) 

TTNPB 
( b ) 

Fig. 1.15 Structurile moleculare a unor retinoizi (a), arofinoizi (b) 
şi heteroarotinoizi (c-f) 

Heteroarotinoizii rămân o clasă de compuşi cu reale perspective de a 
deveni substanţe anticanceroase cu bune rezultate în terapeutică. 
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1.3. Receptori pentru vitamina A şi retinoizi sintetici 

Receptorul este o macromoleculă specializată în recunoaşterea specifică a 
unei singure specii moleculare şi numai a acesteia, din multitudinea de molecule 
cu care ar putea intra potenţial în acţiune. Teimenul de receptor include în 
definiţie şi faptul că stimularea receptorului de către molecule - semnal este 
m-mată de un răspuns biologic specific din partea celulei (organului) la nivelul 
căreia este situat receptorul respectiv. Ca dimensiuni, receptorul atinge o masă de 
10' daltoni (sau mai mult) şi unul din diametre de 20 - 50 Â. Moleculele -
semnal cu care receptorul intră în contact sunt generic numite Itganzi. Aceste 
specii moleculare sunt de regulă micromolecule cu masa până la 10̂  daltoni şi 
diametre de ordinul a 10 Â, iar în cazul polipeptidelor pot atinge dimensiuni 
comparabile cu receptorul propriu-zis. în mod fiziologic, liganzii sunt endogeni 
(produşi de alte structuri specializate din organism) dar ei pot fi şi exogeni 
(agenţi farmacologici). în continuare se prezintă date din literatură asupra 
receptorilor pentru vitamina A şi retinoizii de sinteză. 

1.3.1. Introducere 

Conceptul asupra activităţii vitaminei A, cu excepţia procesului vederii, 
este în continuă schimbare, în parte datorită modului complex de acţiune, dar mai 
ales datorită concepţiei că activitatea vitaminei A în sine, este nestatică. 

Funcţia moleculară a vitaminei A în procesul vederii, prin interacţiune cu 
opsinele şi retinalul, a fost stabilită prin cercetările lui Wald''''. Alte funcţii 
importante ale vitaminei A, includ controlul diferenţierii normale a ţesuturilor 
epiteliale şi remodelarea scheletului în procesele de creştere şi reproducere. 

Acidul retinoic, care nu poate fi transfonnat biologic la retinol sau retinal, 
poate asigura o existenţă generală bună organismelor private de retinol, cu 
excepţia procesului vederii şi a funcţiei de reproducere. La animale însă, acidul 
retinoic este degradat aparent rapid şi deci, nu poate "tampona" organismul 
împotriva lipsei de retinol. De aceea, organismul animal trece la producerea de 
acid retinoic şi de derivaţi ai acestuia, prin oxidarea depozitelor tisulare de esteii 
ai retinolului. Acţiunile profilactice şi de inhibiţie tumorală, efectele cutanate şi 
capacitatea de a iniţia diferenţierea celulaiă, sunt în general mai potenţate pentru 
acidul retinoic decât pentru retinol. 
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Nici unul dintie mecanismele de acţiune propuse până în prezent, nu 
explică în întiegime efectele retinoizilor în controlul diferenţierii, reproducerii, în 
controlul dezvoltăiii embrionare şi creşterii, în refacerea leziunilor pre-
neoplazice, iniţierea tumorii in vivo şi supresia inducţiei transfonnărilor celulare 
in vitro de către carcinogeni, radiaţii, virusuri şi factori de creştere'"^ în 
piincipiu, există două modele importante care explică modul de acţmne a 
vitaminei A în funcţiile de mai sus. Primul este legat de retinol ca şi coenzimă în 
sintezele mediate de glicoproteine ale membranelor. A doua ipoteză, bazată pc 
interacţiunea retinolului şi acidului retinoic cu proteine specifice de legare şi 
exprimarea fmală piin efecte genomice, face obiectul prezentului subcapitol' 

1.3.2. Proteine de legare a retinoizilor 

Vitamina A (retinol), se absoarbe printr-un mecanism de transport activ, 
caracteristic celulelor intestinale şi facilitat de proteina citosolică specifică CRBP 
II. După traversarea peretelui intestinal, retinolul este esterificat cu acidul 
palmitic, mai ales, iar esterii săi sunt stocaţi în ficat. Mobilizarea şi transportul 
retinolului (după hidroliza esterilor săi în ficat) la diverse ţesuturi, simt mediate 
de o proteină specifică de transport'^"^ denumită RBP (retinol binding protein) 
Studii extensive au fost efectuate pentru stabilirea structurii, metabolismului şi 
rolului biologic al acestei proteine'^^, o arglobulină cu greutatea moleculară de 
21 kDa. 

Complexul retinol - RBP se fixează probabil de receptori specifici de pe 
membrana celulelor ţintă, de unde este preluat şi transferat intracelular de către o 
altă proteină şi anume CRBP citosolic (proteina de fixare a retinolului din 
citoplasmă) cu rol în metabolismul şi/sau funcţia retinoidului. Există posibilitatea 
ca proteina CRBP să medieze şi transportul retinolului în nucleu. Complexul 
retinol - CRBP eliberează apoi retinolul, care este transformat în compuşi activi 
diferiţi în funcţie de tipul ţesutului ţintă. 

Acidul retinoic (RA), metabolitul principal de oxidare a retinolului, este 
un metabolit fiziologic al vitaminei A, iar pentru absorbţia sa mi sunt necesare 
mecanisme specifice. Prin tehnici ce utilizează radiotiasori şi reacţii de 
imunoprecipitare s-a arătat că acidul retinoic este transportat în ser legat de 
albumine şi nu necesită proteine transportoare specifice. S-a arătat de asemenea, 
că diverşi analogi sintetici ai acidului retinoic sunt în competiţie la nivelul 
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situsului de legare pentru acid retinoic al albummei, ceea ce indică faptul că şi 
aceştia sunt transportaţi legaţi de albumina serică. 

Pe baza proteinei celulare a retinoizilor, au fost realizate mai multe 
încercări pentru determinarea mecanismului molecular al acţiunii acestora în 
controlul diferenţierii epiteliale, al creşterii, precum şi în procesul de 
carcinogeneză. S-a sugerat că această acţiune a retinolului şi acidului retinoic. 
poate fi mediată de cunoscutele proteine celulare de legare CRBP şi respectiv 
CRABP, detectate într-o mare varietate de celule şi ţesuturi, inclusiv în piele' J26 

1.3.3. Proteina celulară de legare a acidului retinoic 

Date cu privire la existenţa proteinei celulare de legare a acidului retinoic 
(CRABP) în pielea embrionului de pui şi faptul că CRABP poate fi implicată în 
exprimarea activităţii biologice a acidului retinoic şi a analogilor săi sintetici, în 
controlul diferenţierii epiteliale şi carcinogenezei, au fost relativ recent 
publicate*^^. S-a determinat specificitatea CRABP pentru legarea [^H]RA în 
competiţie cu acidul retinoic nelegat, retinol şi retinal, într-un exces molar de 200 
de ori. Retinolul şi retinalul nu au manifestat o competiţie cu acidul retinoic 
tritiat, în timp ce acidul retinoic nelegat a fost un agonist activ. Legarea s-a 
realizat cu o afinitate mare, deoarece ligandul a rămas ataşat după dializă, 
sedimentare cu gradient de sucroză şi cromatografie de gel pe coloană Sephadex 
Datorită similarităţii dintre funcţia acidului retinoic şi cea a hormonilor steroizi. 
se poate aprecia că legarea acidului retinoic de CRABP I sau II se realizeiiză 
după intrarea sa în celula ţintă; un astfel de complex intră în nucleul celular şi 
interacţionează cu componentele nucleare, rezultând alterarea transcripţiei 
genelor. 

în diferite laboratoare s-a realizat purificarea şi caracterizarea'^'^''' 
CRABP. Proteina este formată dintr-un singur lanţ polipeptidic cu greutatea 
moleculară de 14,6 kDa, determinată prin electroforeză. S-a demonstiat că 
CRABP leagă acidul retinoic cu mare afinitate şi în plus această proteină prezintă 
o specificitate crescută pentru retinoizii cu o gi upare carboxil. 

Studii mai recente au evidenţiat existenţa a două subtipuri ale acestei 
proteine: CRABP I şi CRABP II. CRABP II este forma predominantă a proteinei 
celulare de legare din keratinocitele umane, cu rolul de a menţine concentraţia 
intracelulară a acidului retinoic, având ca rezultat alterarea transcripţiei genice 
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Studii realizate prin metoda PAGE'^^ prin electroforeză pe gel de 
pohacnlamidă, au confirmat alte observaţii ulterioare şi anume că: 

a. CRABP este o proteină prezentă într-o cantitate mai mare în epiderm 
decât în derm, în ambele ţesuturi fiind decelată numai în cantităţi mici, 

b. CRABP este semnificativ crescută cantitativ în psoriazis; 

c. Terapia topică şi cea sistemică ce utilizează retinoizi sintetici, determină o 
reglare pozitivă (creştere) a cantităţii acestei proteine specifice (CRABP). 

1.3.4. Mecanismul de acţiune a acidului retinoic 

Pentru a-şi exercita rolul său în controlul diferenţierii celulare normale şi 
al proliferării, s-a stabilit că este necesar un anumit nivel al concentraţiei 
retinoidului*^*^. Deoarece carcinogeneza chimică implică dediferenţierea, este 
foarte posibil ca proprietăţile anticanceroase ale acidului retinoic să se datoreze, 
atât inhibării proliferării celulare, cât şi accelerării procesului tenninal de 
diferenţiere a celulelor preneoplazice'^V în acest proces, CRABP ar putea avea 
rol de mediator, dar şi de moleculă indicatoare a dediferenţierii. nivelele de 
CRABP fiind scăzute imediat, în etapa postnatală, dar crescute în tumori 
Acţiunea biologică a acidului retinoic, având ca mediator proteina sa celulară de 
legare, ar putea fi similară cu cea a hormonilor, determinând inducţia şi/sau 
depresia activităţii genice. 

Iniţial, acidul retinoic formează în citoplasma celulelor ţintă un complex 
cu CRABP I şi/sau CRABP II. Acest complex migrează apoi Ia nivelul nucleului, 
unde se asociază cu elementul care răspunde la acid retinoic RARE din stiuctura 
ADN nuclear. Urmărind secvenţa evenimentelor, într-un studiu realizat de 
Sani , s-a demonstrat existenţa unei componente de legare a acidului retinoic în 
nucleele celulelor din pielea embrionului de pui de găină şi a celulelor tumorale 

A 

murine transplantabile. In urmă cu 20 de ani, această localizare a reprezentat 
iniţierea cercetării referitoare la mecanismul molecular de acţiune al acidului 
retinoic la nivel genetic. Profilurile de radioactivitate ale exfractelor de 
membrane plasmatice de piele embrionară a puiului de găină, au prezentat în 
studiile lui Sani'^^ un maxim distinct cu o valoare S20 de 2,0 egală cu cea pentru 
CRABP citosolic. Membrana plasmatică neextrasă, suspendată în PBS, nu a 
prezentat nici un maxim de legare 2S detectabil; acidul retinoic legat de 
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membrană a sedimentat în partea de jos a gradientului, rezultatul indicând faptul 
că proteina de legare este o parte integrantă a membranei. Dovezi pentru prezenţa 
CRABP în membrana plasmatică din creierul de şoarece, au indicat existenţa 
unei proteine cu greutatea moleculară de 15,8 kDa, ale cărei caracteristici de 
l e g a r e ' m i m a u foarte bine pe cele ale CRABP. 

Mecanismul prin care acidul retinoic traversează suprafaţa celulară şi 
membrana nucleară, precum şi conceptul de bază al mecanismului de control 
genomic, încă nu sunt complet elucidate. 

O reprezentare schematică a mecanismului propus pe baza datelor din 
literatură pentru translocarea şi acţiunea acidului retinoic în controlul diferenţierii 
epiteliale este prezentată în fîg. 1.16. 

uicxr>MC ADN 

l>ROTEINÂ 

SRBP - ROH 

FUNCŢIE 
CELULARĂ 
MODIFICATĂ 

PROTEINĂ 
NOUĂ 

TRANSLATIE 

Fig 116 Reprezentarea schematică a mecanismului propus pentru translocarea >/ 
acţiunea acidului retinoic: ALB-alhumina serică; RA-acidretinoic: ROH-retmol: 

SRBP-proteina serică de legare a retinolului; CRABP-protema celulară de legare o 
RA; CRBP-proteina celulară de legare a retmolulm: Apo-CRABP-CRABr fără hgand 

Identificarea în plasma umană a acidului retinoic, ca metabolit major de 
oxidare a vitaminei A în organism, transportul său prin intermediul unei 
albumine serice şi identificarea proteinelor celulare de legare a acidului retinoic 
(respectiv CRABP I şi CRABP II) ca şi componente ale membranei plasmatice, 
pot explica etapele de recunoaştere celulară şi transportul selectiv pentru 
realizarea diferenţierii epiteliale şi controlul genezei tumorale. Ftapa urmatoare 
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poate fi migrarea complexului CRABP - RA de la nivelul membranei celulare, 
cu traversarea citoplasmei, apoi a membranei nucleare până la situsurile specifice 
de legare situate pe ADN (RARE = element care răspunde la acid retinoic); 
efectul exercitat este unul direct asupra expresiei genice, afectând etapele de 
transcripţie şi tianslaţie. Identificarea Apo - CRABP în nucleele celulelor 
netratate cu acid retinoic, argumentează ipoteza conform căreia complexul 
CRABP - RA transportă acidul retinoic la situsul specific nuclear de pe ADN; 
proteina de legare poate reface ciclic Apo - CRABP, aflată în echilibru cu 
CRABP citosolic. 

1.3.5. Receptori nucleari pentru acidul retinoic 

în 1987, Eichele şi Thaller'"^^ au prezentat dovezi că acidul retinoic 
acţionează ca un morfogen endogen. 

Situsul acceptor nuclear a fost necunoscut, până în 1987, când 
Petkovich'^^ et al. şi Giguere'^^ et al., au raportat aproape independent, un 
receptor nuclear pentru acid retinoic care aparţine superfamiliei receptorilor 
pentru hormonii steroizi, tiroidieni şi vitamina D. Proteina, cu o greutate 
moleculară de aproximativ 54kDa, leagă acidul retinoic cu o mare afinitate şi a 
fost denumită RAR<x. Ulterior, Brand'^^ et al. au prezentat dovezi pentru un alt 
receptor nuclear al acidului retinoic (RARp); o proteină cu o identitate 
aminoacidică de 97% cu receptorul cunoscut (RAR,,) în domeniile de legare a 
ADN-ului. în fme, Benbrook'^^ et al., au identificat şi existenţa celui de-al treilea 
receptor nuclear - RARy (exprimat mai ales în piele). 

Prin compararea secvenţei primare de aminoacizi'^^ '̂ '̂  s-a observat că 
domeniul de legare pentru ligand al receptorilor din familia RAR este foarte bine 
conservat (fig. 1.17) pentru toate cele trei subtipuri de receptori (peste 75% din 
aminoacizi sunt identici), ceea ce sugerează că ei provin dintr-un receptor 
ancestral comun pentru acidul retinoic. 

S-a pus problema dacă toate acţiunile acidului retinoic sunt mediate numai 
prin intermediul acestor proteine receptoare (R.'KRu, (i, y), sau dacă este posibila 
existenţa unor substraturi adiţionale sensibile la acidul retinoic. 

Cercetările lui Mangelsdorf''^® et al., au condus la identificarea primului 
membru al unei noi familii de receptori nucleari pentru retinoizi, numită R.XR. 
respectiv a receptorului uman RXR^. Autorii citaţi au stabilit că receptorul uman 
RXRa (hRXRa) este o proteină ce conţine un lanţ de 462 aminoacizi şi. 
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suiprinzător, nu face parte din subfamilia receptorilor RAR. Secvenţa de 
aminoacizi a hRXR^ a fost comparată cu cea a altor membri ai supeifamiliei 
receptorilor pentru hormoni steroizi şi este reprezentată schematic în llg, 117 

In fig. 1.17 regiunile cu similaritate semnificativă întie hRXR,, şi alţi 
receptori nucleari sunt prezentate schematic ca % pe baza omologiei secvenţei de 
aminoacizi. 

38 
ADN 1 LIGAND 

5. 1 1 
97% 1 82% 1 

1 90 v ii .:00 
97% 76% 1 

102 169 455 
62% 1 35% • 

J ?C<, 23-5 4f;' 
61% • 27% 

hRAR, 

hRAR, 

hRAR. 

hTR^ 

hRXR., 

Fig. 1.17 Reprezentarea schematică a secvenţei primare de aminoacizi 
a receptorilor hRXRa, hRARap, yşi a receptorului hormonului uman tiroid ian hTRp 

Regiunea ADN desemnează domeniul de legare al receptorului respectiv 
de ADN, iar regiunea ligand, domeniul de legare al receptorului cu ligandul. 
Studiul a mai evidenţiat că cea mai mare omologie între hRXR,, şi rcccptoni 
pentru hormonii steroizi şi tiroidieni o prezintă regiunea bogată în cisteină de 66 
aminoacizi, începând cu reziduul 135 la hRXRa. Deşi domeniul de legare dc 
ADN al hRXRa este similar cu cel al altor receptori (de exemplu cu cel al RAR; 
~ 61%) domeniul de legare al ligandului este mai puţin asemănător (omologie 
sub 27%) ceea ce nu a putut oferi o soluţie pentru identificarea naturii ligandului 
acestui nou receptor. S-au studiat ca agonişti, atât acidul retinoic, cât şi metaboliţi 
sau analogi structurali. S-a mai stabilit că acidul retinoic este un ligand al 
receptorului hRXRa, dar cu afinitate mai mică decât afinitatea faţa de hRAR,, 
Prin analize Southern blot s-a determinat existenţa unei familii de gene RXR S-a 
evidenţiat astfel existenţa unei căi moleculare alteniative de reglare genică 
mediată de acidul retinoic. Ulterior s-au identificat şi subtipurilc de receptori 
RXRp şi RXRy (exprimat mai ales în piele). 

Yu'"*' et al. au putut dovedi în 1991 dimerizarea receptorilor RXR şi 
formarea de heterodimeri cu receptorii RAR, având ca efect intesificarea 
transcripţiei genice. 

Cercetările ulterioare realizate de L e v i n ' e t al. au condus la identificarea 

ca ligand cu afinitate maximă al hRXR,,, a stereoizomerului 9-cis al acidului 
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retinoic. Autorii au demonstrat că acidul 9-cis-retinoic şi all-tians retinoic au 
potenţă asemănătoare în activarea subfamiliei RAR, iar acidul 9-cis-retinoic a 
fost denumit „ligandul complementar pentru RXR,/'. 

Zhang''*-'' et al. au evidenţiat un alt aspect important: receptorii hormonilor 
tiroidieni (TR), precum şi receptorii caie leagă acidul retmoic RAR, necesită 
proteine nucleare auxiliare pentru o fixare eficientă de ADN. Autorii au raportat 
că RXRa este una dintre aceste proteine nucleare auxiliare. RXR,, interacţionează 
cu receptorul TR, cât şi cu receptorii RAR şi determină prin heterodimcrul 
format creşterea funcţiei de transcripţie genică a receptorilor Ry\R şi creşterea 
propriei activităţi biologice. 

Cercetările ulterioare efectuate de Zhang'"^^ et al. au comunicat formarea 
unui homodimer RXR sub acţiunea acidului 9-cis-retinoic, cu posibilitatea 
exprimării unui nou mecanism de acţiune al retinoizilor. 

Prin spectroscopie RMN, Lee'"'^ et al. au determinat structura 
tridimensională a domeniului de legare de ADN pentru receptonil RXR., (RXR 
DBD). Cele două „degete de zinc" ale RXR DBD se înfaşoară şi fonneazâ un 
singur domeniu structural compus din două helixuri orientate perpendicular, 
asemănătoare cu regiunile corespondente ale receptorilor pentru glucocorticoizi 
(GR) şi estrogen (ER). Spre deosebire de aceşti receptori, domeniul RXR DÊ D 
conţine un helix adiţional, situat imediat după al doilea „deget de zinc"' S-a 
stabilit că acest al treilea helix mediază dimenzarea proteinei receptoare şi 
interacţiimea ei cu ADN-ul. 

Utilizând o metodă cristalografică, Rastinejad'"^^ et al. au descris 
interacţiunile unei structuri cristaline de 1,9 Â fonnată de domeniul de legare de 
ADN a heterodimerului RXR-TR cu elementele care răspund ia hormonul 
tiroidian situate pe ADN. S-a putut stabili că elementele care răspund la 
hormonul tiroidian sunt compuse din două secvenţe de ADN repetitiv constituite 
din secvenţa de referinţă 5'-AGGTCA-3\ separate prin patru perechi de baze 
nucleotidice. S-a sugerat că heterodimerii receptorilor nucleari recunosc spaţierea 
între jumătăţile aparţinând secvenţei de ADN repetitiv; deosebirea între diferiţii 
heterodimeri constă în recunoaşterea numărului de perechi de baze care separă 
jumătăţile secvenţei de referinţă 5'-AGGTCA-3' de pe ADN-ul direct repetitiv 

Studiul receptorilor nucleari a înregistrat un nou succes în 1995, când 
Bourguet'"*^ et al. au raportat izolarea şi caractenzarea structurii cristaline a 
domeniului de legare al ligandului pentru receptorul uman RXR,, apo LBD 

Semnificaţia existenţei mai multor receptori nucleari pentru acid retinoic. 
modul de transfer al acidului retinoic la aceşti receptori via CRABP şi fomiarea 
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homo- şi heterodimerilor ai acestor receptori nucleari, pot extinde spectrul 
terapeutic al retinoizilor de sinteză. Acţionarea prin retinoizi naturali şi de 
sinteză a receptorilor subfamiliilor RAR şi RXR (sub formă de homodimeri sau 
heterodimeri) determină modificări importante: creşterea sintezei unor proteine 
(fibronectina) sau inhibarea sintezei altor proteine (colagenaza. keratina. 
colagenul de tip VII etc ). 

Studiile viitoare vor aduce cu siguranţă noi clarificări în acţiunea biologică 
indusă de receptorii nucleari ai retinoizilor, menţinând poate dilema supremaţiei 
ligandului asupra receptomlui sau dimpotrivă superioritatea receptorului ca 
factor determinant al efectului biologic final. 

1.4. Toxicologia retinoizilor 

Primele observaţii asupra toxicităţii retinolului au fost semnalate la 
consumatorii de cantităţi mari de ficat de urs polar, explicabilă prin conţinutul 
ridicat al acestui organ în retinol şi în esterii acestuia. 

Importanţa vitaminei A în tratamentul hipovitaminozei A, precum şi 
utilizarea sa şi a retinoizilor de sinteză ca agenţi terapeutici a impus necesitatea 
studiului toxicităţii retinoizilor. 

Efectele nedorite cauzate de supradozarea'''^ vitaminei A sau a deri\aţilor 
săi sunt denumite generic „sindromul hipervitaminozei A". Apariţia primelor 
simptome specifice la animalele de laborator este precedată de simptomele 
nespecifice, ca de exemplu: scăderea apetitului, scăderea în greutate, slăbiciune 
sau letargie moderată, dispariţia luciului blănii. Instituirea simptonielor este în 
general lentă, dar ea creşte progresiv cu trecerea timpului şi acumularea dozelor 
Aproape toate simptomele sunt reversibile la întreruperea tratamentului. Apariţia 
primelor semne de toxicitate depinde de; doza administrată, calea de 
administrare, vârsta, durata administrării, tipul de retinoid şi efectul toxic 
specific. în modelele de testare a toxicităţii retinoizilor pe animalele de 
experienţă, principalele organe ţintă studiate sunt: pielea şi anexele cl scheletul, 
sângele, ficatul, testiculele şi sistemul nervos central. 

1.4.1. Modificări la nivelul tegumentului şi a structurilor anexe 

Principalele modificări observate pe pielea animalelor de experienţă 
tratate cu retinoizi sunt: deshidratarea tiansepidermică, dependentă de doza 
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administrată, descuamarea stratului comos, eritem, peeling şi hiperplazia 
epidermului. In general aceste efecte sunt mai pronunţate după administrarea 
orală a retinoizilor. Hiperplazia epidermului atinge maximul său în medie după o 
săptămână de tratament continuu. După două săptămâni de tratament conţinlui. 
hiperplazia tinde să revină la normal, deşi se menţine o creştere uşoară a 
numărului stiaturilor celulare epidermice cât timp durează tratamentul cu 
retinoid. Prin studii de microscopie, hipei-plazia epidermică poate fi identificată 
ca o acantoză, hipergranuloză, în special în celulele stramlui granulos şi edem 
intracelular şi extracelulai". Ulterior, acantoza devine mai puţin marcată, dar 
hipergranuloza persistă împreună cu un strat comos diminuat"'^"*'. Modificările 
ultrastructurii epidermice includ hiperplazia, reducerea tonofilamentelor, 
creşterea glicogenului şi scăderea desmozomilor. 

Modificările la nivelul epidermului nu sunt un fenomen toxic în sine, ele 
putând fi induse chiar şi de doze foarte mici. neasociate cu alte efecte 

La nivelul dermului s-au semnalat la cobaii trataţi cu doze mari de 
etretinat (15 mg / kg corp / zi, oral, 2 săptămâni) dilataiea şi hiperemia vaselor, 
infiltrat celular al celulelor mononucleare şi al eozinofilelor şi activarea creşterii 
celulelor ţesutului conjunctiv cu stimularea colagenului . 

Căderea părului este fenomenul cel mai des obser\'at după tratamentul cu 
retinol şi anumiţi retinoizi'^''. Alopecia este deseori precedată de decolorai ea 
părului. 

Fotosensibilitate cutanată anormală se include printre cele mai obişnuite 
efecte adverse a acidului retinoic all-trans"^ "". Etretinatul (Tigason) şi 
izotretinoinul (Roaccutane) pot produce o fotosensibilizare asemănătoaie cu 
acidul retinoic all-trans. Strauss'^^ et al. au raportat o creştere a reacţiilor de tip 
arsură solară la 5 - 12% din pacienţii unui lot tratat cu izotretinoin Deşi datele 
din literatura de specialitate sunt uneori contradictorii, continuă să apară raportări 

158 
asupra fotosensibilizării induse de retinoizi 

Reacţia de fotosensibilizare 
Fotosensibilizarea poate fi definită ca fiind o consecinţă a acţiunii unui 

component (fotosensibilizator) al unui sistem, care poate determina, modificări 
ale altui component (substratul) sub acţiunea unei radiaţii"^'. în cazul 
fotosensibilizării cutanate, procesul constă în mod obişnuit în absorbţia unor doze 
nepericuloase de UVA (315-400 nm) sau din domeniul vizibil, de cătie specii 
moleculare "străine", în concentraţii terapeutice, cu implicarea constituenţilor 
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celulari şi tisulaii, în disiparea energiei absorbite şi generarea unor reacţii 
cutanate anormale. 

Mecanismele moleculare ale fotosensibilizării sunt variate; ele depind de: 
structura fotosensibilizatorului, de biomolecula cu care acesta se asociază şi 
dacă oxigenul este sau nu necesar. Mecanismele variază de asemenea, la nivel 
celular, respectiv tisular. La microorganisme şi culturi celulare mai complexc. 
fotosensibilizaiea poate determina distrugerea membranei celulare, inhibarea 
sintezei macromoleculelor, mutageneza şi moartea celulară, mediate de 
modificări ale celulelor ţintă care pot fi: proteine, lipide sau acizi nucleici La 
nivelul pielii, reacţiile inflamatorii imediate sau de tip întârziat, cu grade de 
severitate variate, rezultă direct din reacţii la nivel celular sau tisular şi sunt 
incluse într-o categorie largă, denumită " reacţii fototoxice"; dacă este implicat 
sistemul imun se utilizează termenul de "fotoalergie"'^^ 

în general, reacţiile fototoxice şi fotoalergice sunt dăunătoare pielii Cu 
toate acestea, principiul fototoxicităţii este utilizat în condiţii contiolate cu 
beneficii, in cadrul metodei de fotochimioterapie denumită PUVA (psoralen -
UVA) cu aplicaţii în tratamentul psoriazisului şi în vitiligo. 

Mecanismele de fotosensibilizare. 
Fotochimia şi mecanismele moleculare ale fotosensibilizării sunt 

complexe'^^'^V O explicaţie simplificată implică absorbţia de către molecula 
sensibilizatonilui a unei radiaţii potrivite, având ca rezultat o rearanjare a 
electronilor, iar din punct de vedere energetic molecula trece din starea 
fundamentală în starea excitată singlet. Revenirea la starea fimdamentală poate 
avea loc prin emitere de energie radiantă sau prin ciocniri cu alte molecule. în 
cazul că acestea se produc mai rapid decât procesul chimic respectiv. Astfel, 
tranziţia electronică Si So (starea singlet, starea fundamentală) numită 
şi fluorescenţă are loc cu o viteză de 10'̂  - 10"̂  s în cazul celor mai multe 
substanţe organice. Chiar dacă ar putea avea loc, durata de existenţă foarte scurtă 
a stării singlet, face improbabilă interacţiunea moleculei respective cu substratul 
şi deci, o posibilă fotosensibilizare. Acest tip de interacţiuni sunt mult mai 
probabile ca urmare, a tranziţiei electronice T| -»' So (starea triplet, starea 
fundamentală), având loc cu inversare de spin (proces interzis) care decurge mai 
lent, în 10^ - lO ' s, durata de existenţă a unei stări triplet fiind în consecinţă mai 

mare decăt a unei stări singlet. 
Reacţiile fotosemibilizante, respectiv de fotosensibilizare clccurg ca 

regulă generală prin starea excitată triplet. Formarea stăm triplet pare a fi nuii 
bine corelată cu potenţialul de fotosensibilizare iar in cazul în carc suni 
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implicate sisteme biologice, alţi doi factori devin în egală măsura importanţi: 
liposolubilitatea fotosensibilizatorului şi gradul de interacţiune cu oxigenul. 

Pentru realizarea interacţiunilor între starea excitată triplet a 
fotosensibilizatorului şi biomolecula substrat există mai multe căi posibile 

In primul rând, prin reacţii de tip I, prin caie transferul de electron sau 
proton generează formarea de radicali liberi activi atât ai substratului cât şi ai 
fotosensibilizatorului. Reacţiile consecutive simt variate, dar în mod obişnuit, 
oxigenul este implicat în producerea substratului oxidat complet şi regenerarea 
fotosensibilizatorului. Substratul poate fi oxidat direct de către peroxidul de 
hidrogen, radicali hidroxil, produşi de interacţiune între radicalii liberi ai 
fotosensibilizatorului şi oxigen, sau prin alte căi. 

în al doilea rând, reacţiile de transfer energetic, implică fonnarea unei 
stări excitate singlet a oxigenului, cu reactivitate ridicată, care poate oxida direct, 
un număr important de molecule biologice cu rol de substrat. 

Majoritatea reacţiilor de fotosensibilizare par să fie oxigen-dependente, in 
aceste cazuri, termenul utilizat în prezent fiind de "acţiune fotodinamică" 

Există, în plus şi un număr important de reacţii oxigen-independentc, 
dintre care cea mai cunoscută este legarea psoralenilor de ADN sub acţiunea 
UVA. 

în cazul oricărui fotosensibilizator, efectul biologic ar putea fi rezultatul, 
unuia sau mai multor moduri de acţiune preferenţiale, decât a unei reacţii unice, 
bine defmite. De aceea, modelele utilizate pentru studiul Ibtosensibi li zării la 
nivel molecular şi celular, trebuie să evidenţieze o înţelegere cât mai clară a celei 
mai importante reacţii din cadrul celor posibile 

Fototoxicitatea este cel mai obişnuit mecanism implicat în 
fotosensibilizarea indusă de medicamente. Cazurile în care medicamentele au 
produs atât reacţii fotoalergice cât şi fotosensibilizare cutatată anormală sunt rare. 

Caracteristicile fototoxicităţii, desi descrise frecvent ca o formă de "arsură 
solară puternică" sunt mult mai complexe'^'l Reacţiile semnalate cuprind: 
înţepături imediate, senzaţie de arsură cu eritem sau eritem cu manifestare 
întârziată, fragilitatea şi descuamarea pielii. Deşi în general fotosensibilizarea 
indusă de medicamente dispare în 1-2 săptămâni după întreruperea terapiei, au 
fost raportate ocazional, reacţii de fotosensibilizare care au persistat luni de zile 
Mecanismele implicate în persistenţa prelungită a fotosensibilizării nu sunt 
cunoscute dar ar putea să includă factori farmacocinetici de tip idiosincrazic, ca 
de exemplu retenţia unor metaboliţi fotoactivi. 
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Fotosensibilizarea indusă de retinoizi. 
Prima regulă a fotochimiei afirmă că orice reacţie fotochimică are loc prin 

activarea moleculelor consecutiv absorbţiei de cuante de energie radiantă, 
aplicându-se în egală măsură şi reacţiei de fotosensibilizare. Această cerinţă este 
valabilă şi în cazul retinoizilor, fapt confirmat de spectrele de absorbţie în 
ultraviolet, ale acestora. O caracteristică principală a retinoizilor este denaturarea 
lor prin expunere la lumina solară. în consecinţă se poate afirma că toţi retinoizii 
sunt fotochimic activi. Este cunoscută fotochimia 11-cis retinalului. centrată pe 
izomerizarea sa, în forma all-trans a moleculei. O fotoizomerizare similară este 
posibilă atât pentru vitamina A (retinol) cât şi în particular pentru acidul retinoic. 
Studiile referitoare la fotochimia acidului retinoic all-trans cât şi a 
izotretinoinului (izomerul 13-cis) sau asupra etretinatului, sunt încă relativ 
puţine. Prin iradierea acidului retinoic all-trans cu o lampă de fluorescenţă s-au 
obţinut prin reacţii de fotoizomerizare mai mulţi izomeri geometrici ai 
tretinoinului separaţi prin metoda HPLC cu fază inversă'^. 

COOH 

C(K)H 

Acid retinoic all-trans Acid 13-cis retinoic 

Acid 9-cis retinoic 
COOH 

COOli 

.Acid 9,I3-di-cis retn»ic 

ax)ii 

Acid 11-cis retinoic 
COOH 

Acid 11,13-di-cis rctinoic 

Fig. 1.18 Structura moleculară a acidului retinoic all-trans .>•/ a unor 
stereoizomeri geometrici mai importanţi 
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Structura moleculară a celor mai importanţi izomeri obţinuţi pnn rcacţia 
de fotoizomerizare a acidului retinoic în condiţiile experimentului menţionat'"^ 
este prezentată în fig. 1.18. 

Studii simple, au aiătat că etretinatul, sub formă de pulbere suferă o 
denaturare în proporţie de 27%, rezultând un amestec de izomeri cis/traiis şi 
dimeri, iar în soluţie etanolică se ajunge la un echilibru întie izomeri, în care 
izomerul all-trans reprezintă numai 10 %. în cazul izotretinoinului, aie loc un 
proces similar de fotoizomerizare. Atât pentru acidul retinoic all-trans cât şi 
pentru retinaldehida, s-a demonstrat obţinerea unei cantităţi mici dar 
semnificative de compuşi în starea energetică triplet'^^ în consecinţă, este 
posibilă producerea unei reacţii de fotosensibilizare de către cei doi compuşi 
menţionaţi. 

Studii clinice 
Studiile clinice efectuate pentru confii-maiea diagnosticului de 

fotosensibilizare indusă de retinoizi administraţi oral, au fost descrise la pacienţi 
cu psoriazis şi ichtiosis trataţi cu etretinat, respectiv pacienţi cu acnee trataţi cu o 
doză de 10-30 mg/zi izotretinoin, timp de minimum patru luni'^^ în condiţiile 
specifice celor două terapii sistemice, s-au examinat subiecţii trataţi pentru 
identificarea unor simptome de fotosensibilizare induse de retinoizi. într-un 
singur caz, al unui pacient cu ichtiosis tratat cu etretinat a fost descrisă o tendinţă 
la eritem fară pigmentare, agravată de tratamentul cu etietinat. Studiul a a\ait ca 
obiectiv şi determinarea dozei minime de producere a unui eritem (MED) la 
pacienţi trataţi cu etretinat respectiv izotretinoin'^'^'. Studiul citat a confiimat date 
anterioare care afirmă că retinoizii administraţi sistemic, sunt rar 
fotosensibilizanţi, totuşi ei sau metaboliţi lor (în cazul etretinatului) pot avea 
potenţial fototoxic. în cazul izotretinoinului apariţia unor simptome de 
fotosensibilizare este dependentă şi de doza de retinoid utilizată. 

Studii in vitro 
Numeroase teste in vitro sunt disponibile pentru determinarea 

potenţialului fototoxic al substanţelor chimice şi studiul modului lor de acţiune. 
Trei modele mai importante au fost utilizate pentru studiul unor aspecte 

ale acţiunii retinoizilor (acidul retinoic all-trans, etretinatul şi metaboliţii săi, 
etretinul şi izoetretinul, izotretinoinul şi metabolitul său 4- oxo-izotretinoin). 
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Modelul fotohemolizei a fost aplicat de Hetherington şi Johnson"' 
pentru acidul retinoic all-trans, izotretinoin şi metabolitul său 4-oxo-izotietinoin 
Metoda constă în fotohemoliza hematiilor umane suspendate înti-o soluţie diluata 
şi eliberarea hemoglobinei la o expunere standard la UVA (12,2 J/cm^) sub 
acţiunea efectului fotosensibilizator al retinoizilor menţionaţi. Studiul a 
determinat şi valoarea unui indice de fototoxicitate bazat pe concentraţia de 
medicament necesar pentru producerea unei hemolize de 50% în condiţiile 
experimentului. Valoarea indicelui de fototoxicitate descreşte în ordinea; 
etretinat, acid retinoic all-trans, izotretinoin, 4-oxo-izotretinoin. Etretinatul nu a 
produs hemoliză. 

Un alt model, utilizând culturi de limfocite u m a n e a condus la rezultate 
similare. în acest model, fototoxicitatea este apreciată prin inhibarea captăni [ Hi 
timidinei de limfocite, după stimulare cu PHA. Etretinatul nu a manifestat efect 
fototoxic nici în acest model. în cazul etietinatului şi al acidului retinoic all-
trans, concentraţia de retinoid necesară pentru a produce fototoxicitate a fost de 
un ordin de mărime mai mică decât pentru fotohemoliza. Rezultatiil poate fi 
interpretat prin posibilitatea implicării în efectul de fotosensibilizare produs de 
cei doi retinoizi, a imei ţinte intracelulare (nucleul). 

Testul microbiologic descris de Daniels'^^ utilizând Candida albicans nu a 
permis demonstrarea potenţialului fototoxic pentnr nici unul dintre retinoizii 
menţionaţi la testul fotohemolizei. 

Studiile realizate in vitro au evidenţiat clar caracleml de substanţă 
fotosemibilizantă a acidului retinoic all-trans. Deşi etretinatul nu este el însuşi 
fotosensibilizant, retinoidul poate produce fotosensibilizare cutanată, datorată 
principalului său metabolit, iar izotretinoinul poate determina fotosensibilizare 
atât direct, dar şi indirect datorită metabolitului său 4- oxo-izotretinoin 

1.4.2. Modificări ale sistemului osos 

Câteva dintre cele mai importante efecte în testarea toleranţei retinoizilor 
in vivo sunt modificările osoase la rozătoarele de laborator De regulă şobolanii 
sunt mai sensibili decât şoarecii. Cu excepţia unei hiperostoze corelată cu 
vitamina A, nu au apărut în literatură decât comunicări sporadice pnvind 
modificările osoase la speciile nerozătoare. 

Modificările osoase observate în primul rând la rozătoarele de laborator 
după tratamentul cu vitamina A sau retinoizi sunt de tipul remodelăiii activate 
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Ele sunt precedate clinic de o activitate motorie redusă, sensibilitate crescută ia 
manipulare, o postură curbată şi o cifoză mai mult sau mai puţin pronunţata. 
Dacă retinoizi ca acidul retinoic sau etretinatul sunt administraţi şobolanilor în 
doze mari (50 şi respectiv 100 mg / kg corp / zi), fracturile apar după aproximativ 
o săptămână'^"'. 

1.4.3. Efecte hematologice 

Investigaţiile hematologice realizate prin diverse teste au demonstrat 
efecte diferite ale vitaminei A şi ale retinoizilor asupra parametrilor celulei 
sangvine. S-a demonstrat că toxicitatea vitaminei A este asociată cu diminuarea 
numărului de eritrocite şi valori reduse ale hematocritului la o varietate de specii. 
Un număr scăzut de eritrocite a fost observat la rozătoare după administrarea 
repetată de acid retinoic 

1.4.4. Modificări hepatice 

Ficatul este principalul organ de stocare'^^ al vitaminei A în organism 
(peste 90%). Consumul cronic al unor doze mari de vitamină A (între 3 şi 180 
mg RE / zi la o varietate de specii; raportate în studiul lui Nieman şi Klein-
Obbig^^') a fost asociat cu hepatomegalia şi degenerarea grăsoasă. 

în studiile în care s-a administiat acid retinoic timp de 13 săptămâni (doze 
între 5 şi 50 mg / kg corp / zi) s-au obsei-vat nivele reduse ale proteinelor serice, 
dar nu s-au putut evidenţia histologic'^^ modificări hepatice. 

1.4.5. Modificări testiculare 

S-au raportat efecte adverse ale retinoizilor asupra ţesutunlor testiculare. 
fie prin stoparea spermatogenezei, fie prin atrofiere tubulară Accstc modificăn 
s-au dovedit a fi dependente de doza administrată şi reversibile la întreruperea 

• 173 tratamentului 
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1.4.6. Modificări la nivelul sistemului nervos central 

Unul din argumentele cercetării efectelor adverse pe SNC, în studn 
preclinice experimentale de siguranţă cu retinoizi este cunoaşterea faptului câ 
supradozarea vitaminei A este asociată cu tulburări neurologice la om ca: 
oboseală, letargie, iritabilitate crescută, cefalee, a m e ţ e l i D e ş i majoritatea 
acestor simptome sunt dificil de diagnosticat la animalele de laborator, totuşi 
simptome ca oboseala, letargie şi iritabilitate crescută au fost observate ia 
şobolani şi câini trataţi cu doze mari de retinoizi. 

1.4.7. Teratogeneza şi toxicitatea reproductivă a retinoizilor 

Vitamina A şi majoritatea retinoizilor testaţi până în prezent sunt 
embriotoxici şi teratogeni pentru animalele de laborator dacă se administrează în 
doze mari în etapele susceptibile ale gestaţiei'^'^. 
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Capitolul 2 

PREPARAREA, CARACTERIZAREA ŞI EVALUAREA 
ACŢIUNII ŞI TOLERANŢEI CUTANATE A UNUI 

DERMOPREPARAT CU ACID RETINOIC INCLUS ÎN 
LIPOZOMI 

2.1. Prepararea şi caracterizarea unor lipozoitii cu acid retinoic 
all-trans (tretinoin) 

2.1.1. Introducere 

Lipozomii, una dintre cele mai studiate fonne de transportori 
medicamentoşi la ţintă sunt vezicule simple, artificiale, formate dintr-un înveliş 
fosfolipidic bistratificat, şi au mărimea cuprinsă între 20 şi 3500 nm. 

Materiile prime utilizate la prepararea lipozomilor sunt fosfolipide, 
colesterol, substanţe ionice pentru a conferi o sarcină electncă (stearilamina 
sarcina pozitivă, acizii fosfatidici - sarcina negativă). Dintre fosfolipide cel mai 
frecvent se utilizează fosfatidilcolinele natmale (lecitine de soia sau de gălbenuş 
de ou) sau sintetice (dipalmitoilfosfatidilcolina, dimiristoilfosfatidilcoline). Sunt 
utilizate şi sfîngomielina, fosfatidilserina, fosfatidilinozitol. în structura 
membranei lipozomilor se poate încorpora şi colesterol până la o concentraţie 
molară de 50% sau chiar în cazul proporţiei molare de 2 : 1 pentru asocierca 
colesterol: fosfatidilcolina. 

Lipozomii multilamelari MLV (multilamellar vesicle) alcătuiţi din mai 
multe rânduri de lamele concentrice se obţin în mod obişnuit prin hidratarea cu o 
soluţie apoasă tamponată (ce conţine substanţa medicamentoasă hidiosolubilă) a 
unui fihn lipidic depus pe pereţii unui vas de sticlă. Lipozomii unilamelan mici 
(SUV) se obţin din MLV prin ultrasonicare. Ei sunt consideraţi cei mai stabili 
lipozomi dar au cel mai redus volum al fazei apoase. 

Lipozomii unilamelari mari (LUV) se prepară cel mai frecvent prm 
tehnica evaporării în fază inversă, când poartă denumirea de RF.V (reverse phase 
evaporation vesicle). Acest tip de lipozomi încorporează cel mai mare volum de 
fază apoasă/mg lipide şi deci cea mai mare cantitate de substanţe 
medicamentoase hidrosolubile. Separarea lipozomilor de soluţia apoasă 
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neîncapsulată se poate realiza fie prin trecerea dispersiei lipozomiale pniitr-o 
coloană cromatografică (Sephadex) sau prin dializă'^^^^^ uneori pnn 
centrifugale. 

Formarea lipozomilor se datorează proprietăţii fosfolipidelor, cu o 
structuiă moleculară amfionică, de autoasociere, cu formarea unor slmcturi 
supramoleculare caiacteristice. în lipozomii multilamelari, aranjamentul spaţial 
al stratmilor lipidice este rezultatul unui echilibm între foţele Van der Waals 
(forţe de atracţie) şi forţele de respingere electrostatice şi de hidratare. 

Fiecărei specii lipidice pure îi corespunde o temperatură de tranziţie (I c) 
între starea lichidă şi cristalină la care lanţurile lipidice suferă o schimbare 
endotermică de la o conformaţie cvasi-cristalină la una în care lanţurile au o 
mobilitate mult mai mare. în general, creşterea lungimii lanţurilor sau a saturării 
acestora determină o creştere a temperaturii de tranziţie. Pentru membranele 
lipozomiale din lecitina de ou Tc este cuprins între -15°C şi -7°C iai' pentru 
lanţurile lipidice saturate, formate din 14-16 atomi de carbon Tc este în domeniul 
fiziologic^'^. înţelegerea tranziţiilor de fază şi a fluidităţii membranelor 
fosfolipidice este importantă atât pentru prepararea cât şi pentru utilizarea 
lipozomilor întrucât comportamentul de fază al membranei lipozomiale 
determină proprietăţile sale importante: permeabilitatea, fuziunea, agregarea şi 
fixarea de proteine care influenţează semnificativ stabilitatea lipozomilor şi 
comportamentul lor în sisteme biologice. 

Prin includerea colesterolului în stiuctura peretelui fosfolipidic este 
influenţată rigiditatea acestuia. Efectul este determinat de starea iniţială a 
membranei: dacă membrana este în staie de gel (stare "solidă") colesterolul se 
inserează în proximitatea grupărilor polare şi determină creşterea fluidităţii 
catenelor lipidice; dacă membrana este în stare "fluidă" (crystal state) colesterolul 
se inserează între catenele lipidice determinând o creştere a compactitâţii 
peretelui lipidic. 

Suspensia lipozomială nu este stabilă ceea ce detennină o stabilitate a 
lipozomilor limitată în timp. Fosfolipidele lipozomiale pot suferi in Mtro 
degradări (chimice sau fizice) de tipul oxidare, hidroliză, agregarea \eziculelor, 
fuzionare sau pierderea substanţei active încoiporate. Stabilitatea lipozomilor 
este influenţată de natura fosfolipidelor, tipul de lipozomi, prezenţa 
colesterolului, includerea în formulare a unui chelator pentru fier (previne 
iniţierea reacţiilor în lanţ datorate radicalilor liberi) sau a unui antioxidant 
(vitamina E), păstrarea suspensiei de lipozomi în atmosferă inertă (azot). 
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Permeabilitatea membranei lipozomiale depinde în mare măsură de 
compoziţia lipidică cât şi de substanţa încorporată. Astfel moleculele ionice sau 
polare smit mai bine reţinute în lipozomi decât compuşii lipofili cu G.M. mică în 
ambele cazuri inserarea colesterolului în structuia membranei lipozomiale creşte 
stabilitatea acesteia, diminuând astfel pierderea conţinutului medicamentos inclus 
în ea. 

Producerea industiială a lipozomilor este limitată îndeosebi de absenţa 
unei metode de conservare corespunzătoare. O metodă adecvată pentru a asigura 
o mai bună stabilitate lipozomilor este liofilizarea. Protejarea lipozomilor s-a 
realizat cu substanţe crioprotectoare: glicerină, DMSO, manitol. Totuşi până în 
prezent, nu au fost perfecţionate pe deplin tehnici care să prevină fracturarea 
membranei lipozomiale. 

în acest studiu s-a urmărit prepararea de lipozomi din fosfatidilcolinâ 
(lecitină) asociată sau nu cu colesterol, încărcaţi cu acid retinoic şi caractenzarca 
lor din punct de vedere al mărimii, aspectului, al factorilor care influenţează 

g 
încorporarea acidului retinoic şi al stabilităţii . 

2.1.2. Metoda de preparare 

2.1.2.1. Materiale şi metode 
MATERIALE: 

- Acid retinoic all-trans (tretinoin) - pulbere (Hoffmann La 
Roche) 

- Lecitina de soia - (fosfatidilcolina) (Epikuron 200) (Lucas 
Mayer GmbH 

- Colesterol (Merck) 
- coloana cromatografică Sephadex G-50 
- metanol absolut 
- tampon fosfat salin (pH = 7,4). 

APARATURA: 
Rotavapor (Biichi) 
baie cu ultrasunete: Bransonic 5 (Cole Palmer) 
agitator - vibrator: Vortex Genie (Sci. Ind. Inc.) 
microscop electronic de tiansmisie: Tesla BS - 340. 
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2.1.2.2. Modul de lucru 
Preparaiea lipozomilor multilamelari (MLV) 
Lipozomii multilamelari (MLV) s-au obţinut după metoda lui Bangliam'. 
Obţinerea filmului de lipide. 

0,03 g acid retinoic (tretinoin) - pulbere (Hoffmann La Roche) s-a dizolvat în 30 
ml metanol absolut apoi s-a adăugat 0,3 g lecitină (la care uneori s-a adăugat şi 
colesterol - Merck) într-un balon de sticlă cu ftind rotund de 1 1, agitându-se 
soluţia de lipide până la dizolvarea completă a componentelor. S-a ataşat apoi 
balonul la un evaporator rotativ, rotavapor - Buchi (cu o viteză de rotaţie de 60 
r.p.m.), apoi s-a imersat în baia de apă termostatată la 40°, sub presiune redusă 
După o oră, prin evaporarea solventului s-a depus pe pereţii b.alonului de sticlă cu 
fund rotund un fihn subţire uscat lipidic. 

Hidratarea lipidelor 
S-a detaşat balonul de la evaporatorul rotativ iar filmul lipidic uscat 

obţinut s-a hidratat cu 5 ml de soluţie tampon fosfat (pH 7,4 izotonizată cu 
clorură de sodiu). S-a continuat agitarea încă 30 minute la 30°C. Dispersarea 
lipozomială s-a continuat cu un agitator - vibrator Vortex Genie timp de 5 
minute. A rezultat o dispersie de lipozomi multilamelari (MLV) cu aspectul de 
suspensie alb-lăptoasă, omogenă, fară particule vizibile. 

Vezicule sonicate (SUV) 
Pentru reducerea dimensiunilor lipozomilor şi tiansformarea în lipozotni 

mici unilamelari dispersia obţinută de MLV s-a supus ultrasonicării (Bransonic -
5) într-o baie cu ultrasunete. Ultiasonicarea s-a efectuat timp de 20 minute. 

Separarea de acidul retinoic neîncapsulat 
Separarea lipozomilor de acidul retinoic neîncapsulat s-a tăcut prin 

filtrarea pe gel de Sephadex G-50 plasat într-o coloană de sticlă cu diametrul de 
2,5 cm şi lungimea de 10 cm, eluarea realizându-se cu tampon fosfat salin. 
Pentru 1 ml dispersie primară depusă pe gel s-au folosit 10 ml tampon fosfat 
izotonic. Eluatul s-a colectat în fracţiuni de câte 1 ml. Lipozomii s-au colectat in 
fracţiunile de 1 ml în care s-a evidenţiat prezenţa turbidităţii. Acestea au fost de 
regulă între fracţiunile 3-6 cu un total de aproximativ 3-4 ml dispersie de 
lipozomi. 
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Schema preparării lipozomilor cu acid retinoic este prezentată în fig. 2 I 

30 mg acid i-etinoic all-trans (AR) 

30 ml metanol 

300 mg lecitină de soia 

e%aporarca sohcniiiliu in ro(a\ apor 
(40°C, I orâ) 

Film de fosfolipide cu AR pe pereţii 
balonului 

hidratare cu 5 ml tampon fosfat 
izotonic 

ultrasonicare intr-o baic de 
ultrasimctc 

Filtrare pnn coloaml dc 
Sephadex G-50 

Soluţie dc acid rctinoic neîncorporat 

Fig. 2.1. Schema preparării lipozomilor cu ucid rainoic. 

2.1.2.3. Rezultate şi discuţii 

Lipozomii obţinuţi prin metoda expusă se prezintă sub forma unei 
dispersii apoase opalescente. 

Prin creşterea timpului de ultrasonicare (la 30 minute) opalcscenţa sc 
reduce datorită reducerii dimensiunii veziculelor. Prin examinarea la microscopul 
electronic se observă că forma lipozomilor este aproape sferică. Diametrul mediu 
calculat cu ajutorul formulei: 

J = y — , n = număr de vezicule citite 
^ n 

indică o scădere a dimetrului mediu, cu prelungirea timpului de ultrasonicare. 
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Fig. 2.2. Imagine la microscopul electronic de transmisie a Jipozomilor cu acid retinoic 
fx 70.000). 

Determinarea mărimii lipozomilor 
Mărimea lipozomilor s-a măsurat la microscopul electronic de transmisie 

(Tesla BS-340) tehnică considerată destul de laborioasă dar prin care se pot 
obţine prin observarea directă a lipozomilor, informaţii exacte asupra profilului 
populaţiei lipozomiale cuprinzând o gamă largă de mărimi''^ " 

Dispersia lipozomială a fost depusă sub forma unei picături, pe grile ale 
microscopului electronic (200-300 mesh) acoperite cu o peliculă din colodiu şi 
carbon. Pentru flecare probă de dispersie lipozomială s-au utilizat 2-3 grile. Pe 
grila prinsă cu pensete se depune o picătură de suspensie lipozomială - metoda 
picăturii^. Excesul de soluţie tampon este îndepărtat cu o hârtie de filtru. 
Lipozomii sunt contrastaţi cu tetraoxid de osmiu (0,5% în 5mM Hepes, 150inM 
NaCl, ImM EDTA, pH = 7,4) timp de 15-20 minute apoi cu acetat de uranil ( 
în apă bidistilată) pentru 15-20 minute. După uscare, grila a fost examinată la 
micrscopul electronic şi s-au realizat fotografii ale lipozomilor cu acid retinoic 
(70.000 x), o fotografie fiind prezentată în fig. 2.2. Mărimea lipo/oinilor a fost 
măsurată pe fotografiile realizate. 

Clasele granulometrice de lipozomi în dispersia apoasă iniţială 
lipozomială şi după etapa de sonicare sunt prezentate în fig, 2.3 şi respectiv fig. 
2.4, reprezentând procentul de lipozomi (%) de diferite mărimi, numărate pe 
minimum 100 particule. 
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Procentul de particule ^ 
de diferite mărimi / 

1200 

Fig. 2.3 Clasele granulometrice în 
dispersia iniţială lipozotnială. 

l'ig. 2.7 (laşele ^ranuUmefrice in 
dispersia lipozomialâ după sonicare. 

Sonicarea determină conversia veziculelor lipozomiale mari (diametrul 
mediu 450 nm) în vezicule mai mici (diametrul mediu 350 nm) şi concomitent şi 
o diminuare a polidispersiei veziculelor. Date similare au fost raportate şi de 
Laham şi colab.'^. 

2.1.3. Studiul factorilor care influenţează încorporarea acidului 
retinoic în iipozomi. 

Acidul retinoic all-trans fiind o substanţă liposolubilă este încorporată în 
Iipozomi în faza lipidică a veziculei. 

S-a studiat încorporarea acidului retinoic în funcţie de următorii factori: 
raportul molar acid retinoic/fosfatidilcolina (AR/Fc) şi raportul molar 
fosfatidilcolină/colesterol (Fc/Co). 

S-a cercetat de asemenea şi influenţa concentrării disperisic» lipozomiale 
iniţiale asupra încorporării acidului retinoic în Iipozomi. 
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2.1.3.1. Materiale şi metode 
S-au folosit toate materialele şi apaiatura de la puncul 2.1.2.1. la care s-au 

adăugat: 

MATERIALE: 
- HCl concentrat 
- HCIO4 concentrat 
- Molibdat de amoniu 2,5% 
- Acid ascorbic 1% 

APARATURA: 
- etuva - la 180°C 
- spectrofotometru UV-VIS ULTROSPEC III (Pharmacia LKB) 

Mod de lucru: 
S-au preparat lipozomi în următoarele vaiiante: 

- trei raporturi molare Fc/AR: 1,27 : 0,36 

0,63 : 0,36 
0,25 : 0,36 

(fară colesterol şi fară ultrasonicare) 
- trei raporturi molare Fc/Co/AR: 1,27 : - : 0,36 

1,27 : 0,20 : 0,36 
0.55 : 0.48 : 0.36 

După prepararea lipozomilor şi îndepărtarea solutului neîncorporat s-a 
determinat acidul retinoic încapsulat. 

în scopul evaluării eficienţei încorporării se disting 2 parametrii prinuil. 
volumul de lichid încapsulat/mM lipide (calculat cu ecuaţia 2.1). iar al doilea, 
procentul de substanţă medicamentoasă încorporată în lipozomi (calculat cu 
ecuaţia 2.2). 

Pentru caracterizarea încorporăiii substanţelor active in lipozomi se 
folosesc mai multe ecuaţii: 

Primul parametru definit prin capacitatea de încapsulaie (C.I ) esle funcţie 
de mărimea lipozomilor şi numărul de lamele/particulă. C.l. reprcziiuă fracţia 
volumului apos încorporat/mM lipide şi se calculează cu ecuaţia 2 I 

unde C.I. = capacitatea de încapsulare (fracţia volumului fazei apt)ase 
încorporate/mM de lipide) (rnl/mM), 
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Ci = concentraţia iniţială a tretinoinului (AR) 
C / = concentraţia finală a tietinoinului (AR) 
CI = concentraţia de lipide în lipozomi. 

Pentru calcularea încorporării tretinoinului în lipozomi se poate evalua 
eficienţa procentuală a încorporării faţă de cantitatea iniţială luată in lucru 
(ecuaţia 2.2): 

I.R. = ^xlOO (2.2) 

unde I.R. = încorporarea relativă (%). 
Cf = concentraţia finală a tretinoinului în dispersia de lipozomi dupâ 

filtrarea pe Sephadex G-50. 
Ci = concentraţia iniţială a tretinoinului luată în lucm. în dispersia 

primară de lipozomi înaintea separării fracţiunii neîncoiporate 
pe Sephadex G-50. 

Eficienţa încorporării (E.I.) depinde de C.I. dar se poate determina numai 
după ce se cunoaşte şi concentraţia de lipide în lipozomi (ecuaţia 2.3): 

Wt E.I. = xlOO (2.3) 
Wt + Wl ^ ^ 

unde E.I. = eficienţa încorporării (%). 
Wt = cantitatea de tretinoin încapsulată în lipozomi. 
Wl = cantitatea de lipide care formează membrana bistratificatâ găsita 

experimental în lipozomi. 

Determinarea cantitativă a acidului retinoic în lipozomi 
Se măsoară exact o cantitate de 10 dispersie de lipozomi şi se adaugă 2 

ml metanol absolut. Are loc dizolvarea peretelui fosfolipidic al lipozomilor şi 
totodată a substanţei medicamentoase. S-a determinat extincţia la 
spectrofotometru UV-VIS Ultrospec III faţă de metanol, la 341 nm. Extincţia 
probelor s-a convertit în concentraţii cu ajutorul curbei de etalonaie obţinută cu 
valori cunoscute de concetraţie a tretinoinului între l-IO ^g/ml în metanol 
absolut. Valorile concentraţiilor menţionate sunt media a trei probe dilcrite 

Curba de etalonare a tretinoinului în metanol aie unnătoarea ccuaţie şi 
este prezentată în fig. 2.5. 

y = 0.1372X - 0.025 R^ = 0.9938 

unde y = absorbţia; 
X = concentiaţia (ng/ml) 
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y = 0.1372x-0.025 
R̂  = 0.9938 

1 1 AAft ^ y = 0.1372x-0.025 
R̂  = 0.9938 1 

A f^SO 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Concentraţ ia (;<g/ml) 

Fig. 2.5 Curba de etalonare pentru acid retinoic in metanol 

10 11 12 

Dozarea fosfatidilcolinei din lipozomi 
S-a utilizat o variantă a metodei Fiske-Subbanow'^ care constă în dozarea 

fosforului anorganic după mineralizarea fosfolipidelor şi efectuarea unei reacţn 
de culoare urmată de măsurarea fotocolorimetiică'^ a extincţiei compusului 
albastru care se formează: 

H3P04+(NH4)2Mo04+HN03=(NH4)3H4P(M0207)6 

Pentru fiecare probă, etapele dozării au fost următoarele: s-au luat 0.02 ml 
(20 ^il) dispersie lipozomială la care s-au adăugat 480 [i\ apă şi 0 5 rnl H( 1 
concentrat; proba se lasă apoi într-o etuvă la 180°C pentru evaporare la sec: peste 
rezidiul răcit la temperatura camerei se adaugă 0.3 ml H C I O 4 concentrat şi se mai 
lasă 20 minute în etuvă la 180°C; în fmal se mai adaugă 2.7 ml apă, 0.3 ml 
soluţie molibdat de amoniu 2.5% şi 0.2 ml acid ascorbic 1% (preparat 
extemporaneu). Pentru formarea complexului, se indică menţinerea probei timp 
de 10 minute într-o baie de apă la 100°C când se dezvoltă culoarea albastra: după 
răcire, se completează cu apă la 10 ml şi se citeşte extincţia la 700 nm în cuva de 

1 cm faţă de apă distilată. 
Curba de etalonare fig. 2.6 se întocmeşte folosind Na2HP04 x 12 H2O ca 

sursă de fosfat anorganic, în concentraţii cuprinse între 1-7 ng/'ml ecuaţia dreptei 

fiind: 
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Fig. 2.6 Curba de etalonare pemni dozarea fosforului 

Determinarea concentraţiei de fosfatidilcolină se face pe baza 
corespondenţei: 2.5 ^g fosfat anorganic - 65 ng fosfatidilcolina. 

2.1.3.2. Rezultate şi discuţii 
în tabelul 2.1 este prezentat efectul creşterii proporţiei de fosfatidilcolina 

asupra încorporării acidului retinoic în lipozomi: 

Tabelul 2. l 
Efectul raportului molar Fc/AR asupra încorporării acidului retinoic în lipozomi 

RAPORTUL 
MOLAR Fc/RA 

0.25 : 0.36 
0.63 : 0.36 
1.27 : 0.36 

IR." 
(% = eficienţa relativă a 

încorporării acidului retinoic 
19.7 
27.8 
29.7 

CI 
(ml/mM) 

E r i 
(fracţia molară de acid i 

0.3 j ' ! _ """o 41 • 
0.72 j 

o" î 
0.55 
11 

a: calculată cu ecuaţia 2.2; b. calculată cu ecuaţia 2.1; c: calculată cu ecuaţia 2 3. 

Efectul concentraţiei de fosfatidilcolină iniţială asupra fracţiei molare 
medicament încorporat/mol lipide (E.I.) şi asupra capacităţii de încapsulare ( .1 
(ml/mM) sunt prezentate în fig. 2.7. 
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• - - E.l. (mol %) 
—C.l. (ml/mmol) 

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 
Fosfatidilcolină (mol) 

1.20 1.40 

Fig. 2.7 Influenţa concentraţiei iniţiale de fosfatidilcolină asupra eficienţei de 
încapsulare (E.l.) şi asupra capacităţii de încapsulare C.L a 

acidului retinoic în lipozomi 

Prin creşterea raportului Fc/AR se obţin dispersii de lipozomi ce conţin 
cantităţi crescânde de acid retinoic. Parametrul care ilustrează cel mai bine acest 
aspect este I.R. (reprezintă procentul de substanţă medicamentoasă care se 
regăseşte în dispesia fmală faţă de cantitatea de medicament intiodusă la 
preparare, deci, eficienţa încorporării). Astfel prin mănrea cantităţii de Fc de 
1.44 ori cantitatea de acid retinoic creşte de 1.41 ori iar prin mărirea de 5 ori a 
cantităţii de Fc. cantitatea de acid retinoic creşte de 1.5 ori. Faptul constatat este 
explicabil deoarece cu cât cantitatea de fosfatidil colină este mai mare se pot 
forma mai multe vezicule de lamele care vor îngloba o cantitate mai marc dar 
totuşi limitată de acid retinoic în faza lipidică. Efectul fosfatidilcolinei asupra 

eficienţei încapsulării a fost raportat şi de alt studiu'^ 

Efectul concentraţiei colesterolului asociat la structura învelişului 
fosfolipidic în dispersia iniţială lipidică, asupra eficienţei de încapsulare (IR.) a 
acidului retinoic în lipozomi este redat în tabelul 2.2. 

Tabelul:.: 
Efectul raportului molar CoFc asupra încorporăm relative (I.R.) a 

acidului retinoic în lipozomi 

Fosfatidilcolina 
Colesterol 

Acid retinoic 

1.27 

0.36 

1.27 
020 
0.36 

0.55 
0.48 
0 36 _ 

I.R. (%) (+- D.S.) 29.7(1.5) f 15 4 (04) 

74 

BUPT



Prin asocierea colesterolului în structura învelişului fosfolipidic al 
lipozomilor a scăzut cantitatea de acid retinoic încoiporat în vezicule. Creşterea 
concentiaţiei de colesterol faţă de concentraţia de Fc. în lipozomi a detemiinat 
chiar o scădere semnificativă a cantităţii de acid retinoic încoiporat. Această 
observaţie este în concordanţă cu datele raportate asupra scăderii capacităţii de 
încapsulare a hidrocortizonului şi dexametazonei palmitat la asocierea 
colesterolului în structura membranei de fosfatidilcolină a lipozomilor'^ Acest 
rezultat ar putea fi explicat prin prezenţa unei grupări polare în structura 
moleculară a medicamentelor amintite. încorporarea colesterolului s-a 
demonstrat a fi benefică pentiu creşterea stabilităţii fizice a veziculelor 
lipozomiale compaiativ cu cele formate numai din fosfatidilcolină. în cazul 
acidului retinoic includerea colesterolului în membrana lipozomială diminuă 
probabil solubilitatea în membrana lipidică a medicamentului paiţial polar. 

Eficienţa încapsulării acidului retinoic în dispersia lipozomială iniţială cât 
şi în dispersia lipozomială concentrată la Rotavapor pentru a avea o concennaţie 
mai mare de acid retionic în vederea realizării de preparate farmaceutice este 
redată în tabelul 2.3. 

Tabelul 2.3 
Eficienţa încapsulării acidului retinoic în dispersia lipozomială iniţială 

^i concentrată (%) 

Compoziţia amestecului iniţial I.R. (%) în dispersia 
iniţială 

I.R. (%) în dispersia 
concentrată 

Fosfatidilcolina: acid retinoic 
(1.27 : 0.36mol:mo!) 29.7 35.5 

I.R. = eficienţa încapsulării (%) calculată cu ecuaţia 2.2. 

Procentul eficienţei de încapsulare este practic puţin modificat în dispersia 
lipozomială după evaporarea solventului sub presiune redusă, în comparaţie cu 
cea existentă în dispersia lipozomială iniţială. 

2.1.4. Studiul stabilităţii lipozomilor cu acid retinoic 

S-a ales ca şi criteriu de evaluare al stabilităţii lipozomilor, cantitatea de 
acid retinoic rămasă încapsulată, după anumite intervale de timp. Ca factor care 
influenţează stabilitatea lipozomilor s-a studiat raportul molar Fc/.AR. 
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2.1.4.1. Materiale şi metode 
S-au folosit aceleaşi materiale şi metode ca şi la punctele 2.1 2.1 şi 

2.1.3.1. necesare preparării lipozomilor, dozării acidului retinoic şi 
fosfatidilcolinei. 

Dispersiile de lipozomi s-au păstrat în tampon fosfat izoton pH = 7.4. la 
temperatura camerei, la întuneric, 4 săptămâni. După prima, a doua şi a patra 
săptămână, dispersiile au fost tiecute prin coloana de Sephadex şi în dispersia 
colectată s-a dozat acidul retinoic. 

Considerând că la începutul studiului cantitatea de acid retinoic încorporat 
a fost de 100%, după intervalul precizat mai sus s-a calculat încoiporarea relativă 
faţă de această cantitate (I.R.). 

2.1.4.2. Rezultate şi discuţii 
Scăderea conţinutului de acid retinoic din lipozomii preparaţi cu diverse 

concentraţii de fosfatidilcolină faţă de concentraţia de AR este prezentată în 
tabelul 2.4 şi figura 2.8 sub forma evoluţiei încorporărilor relative (I.R.) in 
funcţie de timp. 

lahelul 2 4 
Scăderea conţimUului de acid retinoic 

Fosfatidilcolina : acid retinoic IR. I.R. după 1 I R după 
(raport molar) iniţial 1 săptămână 1 2 săptămâni 

1.27:0.36 29.7 27.3 i 25.5 
0.63 : 0.36 27.8 25.1 1 1 
0.25 : 0.36 19.7 14.5 7.9 

I R după 
_ 1 lună 

16 6 
3 0 

Din analiza datelor obţinute, rezultă că lipozomii pierd în timp o anumită 
cantitate de medicament încorporat. Lipozomii preparaţi cu concentraţia de lipide 
mai mare, deci prin creşterea raportului Fc/AR, au prezentat o scădere mai mică a 
conţinutului medicamentos faţă de alte formulări, deci o creştere a stabilităţii. 
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o 7 14 21 28 
Timp (zile) 

Fig. 2.8 Efectul raportului molar Fc AR asupra stabili taţii lipozomilor 

Scăderea cantităţii de substanţă medicamentoasă din lipozomi în timp, a 
fost raportată şi de alţi autori'^. Astfel, prin mărirea de 5 on a raportului Fc/AR 
după 4 săptămâni rămâne încapsulată o cantitate de acid retinoic de 4.6 ori mai 
mare. 

2.1.5. Concluzii 

S-au preparat lipozomi din fosfatidilcolină încoiporaţi cu acid retinoic ali-
trans (tretinoin) prin metoda hidratării filmului fosfolipidic (MLV) şi pnn 
ultrasonicare (SUV). Examinarea la microscopul electronic a relevat o formă 
relativ sferică a veziculelor lipozomiale cu un diametni mediu de 450 nm. Prin 
ultrasonicare diametrul mediu scade datorită proporţiei de lipozomi mici şi în 
acelaşi timp se reduce polidispersia veziculelor. 

S-a dovedit că încorporarea acidului retinoic (AR) care se realizea/ă in 
compartimentul lipidic al lipozomilor este dependentă de raportul molar Fc/AR 
Creşterea proporţiei de fosfatidilcolina faţă de acidul retinoic detemiină volume 
apoase mai mari (creşterea capacităţii de încapsulare), creşterea eficienţei 
încorporării relative precum şi creşterea fracţiei molare a medicamentului 
încapsulat/mol de lipide sau a conţinutului de medicament în lipide. 

S-a pus în evidenţă stabilitatea în timp a lipozomilor cu acid retinoic 
păstrati sub formă de dispersie apoasă. Stabilitatea scade în timp şi poate fi 
îmbunătăţită prin creşterea raportului Fc/AR şi prin asocierea colesterolului la 
învelişul lipozomial. 
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2.2 Formularea unui hidrogel de uz topic conţinând lipozomi cu 
acid retinoic 

2.2.1. Introducere 

Acidul retinoic (tretinoinul) se utilizează în diferite formulări topice 
pentru tratamentul acneeî ®" '̂-̂ ,̂ al unor forme de psoriazis"^ şi de cancer al 
pielii^^ (melanoame) precum şi în cosmetologie pentru efectul de profilaxie a 
îmbătrânirii pielii. Utilizarea clinică a tretinoinului este totuşi limitată deoarece 
aplicarea sa cutanată este deseori însoţită de iritarea şi deshidratarea pielii. 

Administrarea topică a lipozomilor reprezintă una din modalităţile 
preferate de utilizare a acestora, datorită prezenţei substanţei medicamentoase 
încorporate în lipozomi în vecinătatea locului de aplicare. Aceasta poate creşte 
durata şi intensitatea acţiunii concomitent cu reducerea sau eliminarea efectelor 
sistemice şi ale efectelor adverse locale^''. Natura lipofilă a lipozomilor le oferă 
posibilitatea acoperirii pielii cu un film lipidic, contribuind la hidratarea acesteia, 
şi la o penetrare crescută a substanţei medicamentoase lipofile incluse în 
lipozomi, pe calea pilosebacee^^'^^^^, dar şi la reţinerea substanţei 
medicamentoase la suprafaţa pielii, reducând efectele sistemice şi acţionând ca 
un rezervor medicamentos care prelungeşte cedarea^^. Unii cercetători afirmă că 
lipozomii rămân la suprafaţa pielii şi nu penetrează stratul comos^" .̂ în timp ce 
alte cercetări mai recente^^ indică convingător că lipozomii traversează totuşi 
stratul comos prin calea foliculară^^. 

în acest studiu s-a preparat o dispersie lipozomială cu acid retinoic care s-
a evaluat ca atare şi care s-a încorporat într-un hidrogel destinat aplicării locale, 
pentru a putea studia acţiunea sa în comparaţie cu un produs caie conţine acid 
retinoic liber neâncorporat în lipozomi. S-a evaluat preparatul sub aspectul 
conţinutului în acid retinoic, al stabilităţii şi al caracteristicilor reologice'". 
Motivaţia alegerii hidrogelului ca formă de dennopreparat este dată de caracterul 
plastic al hidrogelului de acid poliacrilic (Carbopol) cu posibilitatea etalării pe 
tegument, capacitatea potenţial crescută de cedare a unor componente lipidice 
medicamentoase precum şi a caracteristicilor organoleptice convenabile ale 
preparatului. 
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2.2.2. Materiale şi metode 

Materiale: - acid retinoic all-trans, pulbere (Hoffman La Roche); 
- lecitina de soia - fosfatidilcolina (Epikuron 200) (Lucas Mayer 

GmbH); 
- medîocel K4 - (Colorcon) (Orpington); 
- acid poliacrilic - (Carbomer 934 P) (B.F.Goodnch); 
- toţi ceilalţi reactivi folosiţi au fost de puritate analitică. 

Aparatura: - Rotavapor (Buchi); 

- Baie cu ultrasunete: Bransonic 5 (Cole Palmer); 
- Agitator - vibrator: Vortex Genie (Sci. Ind. Inc.); 
- Etuvă la 180°C; 
- Spectrofotometru UV-VIS: Ultrospec III (Pharmacia LKB); 
- Vâscozimetru rotaţional: Rheotest. 

Metode: 

Prepararea şi caracterizarea iipozomilor cu acid retinoic 

Prepararea lipozomilor: 
Lipozomi multilamelaii (MLV) s-au realizat prin metoda prezentată 

detaliat la punctul 2.1.2. Pe scurt, prepararea s-a efectuat în modul umiâtor: 
Tretinoinul şi lecitina s-au asociat în propoilie de l : 10 (greutate g,'g) 

corespunzătoare unui raport molar 1,27 : 0,36. Amestecul de lipide cu substanţa 
medicamentoasă s-a dizolvat în metanol absolut şi s-a depus sub forma unui Ulm 
subţire pe pereţii unui balon de sticlă cu fiind rotimd, prin evaporarea solventului 
sub presiune redusă, la 30° C, utilizând un evaporator rotativ, Rotavapor (Buchi) 

S-au adăugat 5 ml soluţie tampon fosfaţi (pH = 7,4) izotonizatâ cu clorură 
de sodiu, continuând agitarea 30 de minute la 30'' C. Dispersarea a continuat cu 
cun agitator vibrator Vortex Genie - 2, timp de 5 minute, S-a procedat apoi hi 
convertirea lipozomilor multilamelari în lipozomi mai mici prin iiltrasonicare 
(Bransonic 5 - Cole Palmer). Ultrasonicarea s-a efectuat timp de 20 de minute 
Separarea lipozomilor de excesul de acid retinoic neîncorporat s-a (acut prin 
filtrare pe gel de Sephadex G-50, plasat într-o coloană de sticlă cu diametrul de 
2,5 cm şi lungimea de 10 cm. Pentru un ml dispersie primară depusă pc gel s-au 
folosit 10 ml tampon fosfat izotonic. Eluatul s-a recoltat în fracţiuni de câte 1 ml 
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Lipozomii s-au recoltat din fracţiunile de 1 ml în care s-a identificat prezenţa 
tuibidităţii. Acestea au fost aproximativ între fracţiunile 3 - 6, cu un total de 
aproximativ 3 - 4 ml dispersie de lipozomi. 

Eficienţa încorporării acidului retinoic în lipozomi: 
S-a evaluat eficienţa încapsulării acidului retinoic prin calculul umiătonloi 

parametrii: I.R. = încorporarea relativă (%), C.l. = capacitatea de încapsulare 
(ml/mmol) şi E.I. = eficienţa încorporării (%) cu formulele prezentate la pct 
2.1.3. 

Determinarea conţinutului de lipide în lipozomi; 
S-a realizat folosind o variantă'^ a metodei Fiske-Subbarow'\ dozarea 

realizându-se prin metoda prezentată la pct. 2.1.3. Lipozomii liberi şi cei 
încărcaţi cu acid retinoic au prezentat aceeaşi cantitate de fosfatidilcolină pe ml 
dispersie lipozomială. 

Determinarea cantitativă a acidului retinoic în lipozomi; 
S-a măsurat o cantitate de 10 dispersie lipozomială şi s-au adăugat 2 ml 

metanol absolut. S-a dizolvat astfel, atât peretele fosfolipidic al lipozomilor, cât 
şi acidul retinoic. S-a determinat extincţia la spectrofotometrul UV-Vis Ultrospec 
III (Pharmacia LKB) faţă de metanol, la 341 nm. Extincţia probei s-a convertit în 
concentraţie cu ajutorul curbei de etalonare corespunzătoare, realizată pentm acid 
retinoic în metanol. 

Prepararea şi caracterizarea hidrogelului cu acid retinoic inclus în 
lipozomi 

Prepararea hidrogelului cu lipozomi: 
S-a preparat un hidrogel prin dispersai ea şi îmbibarea a 1 g (1%) 

hidroxipropilmetil-celuloză (Methocel) în 40 g apă fierbinte (80T) conţinând şi 
un conservant (nipagin 0,015%). S-a lăsat în repaus timp de 10 minute. Separat 
s-a presărat 0,5 g (0,5%) acid poliacrilic (Carbopol 934 P) la suprafaţa apei 
încălzite şi s-a lăsat la îmbibare timp de o oră. După îmbibare s-a neutralizat 
acidul poliacrilic cu trietanolamină până la pH = 7. S-a adus amestecul de 
Methocel şi Carbopol în baia de gheaţă pentru aproximativ 40 minute, apoi s-a 
adăugat propilenglicol 15% şi bisulfit de sodiu 0,1%. în final, s-a adăugat în 
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cantităţi mici, cantitatea calculată din dispersia lipozomială cu o concentraţie a 
tietinoinului de 0,01% şi s-a omogenizat foaite bine preparatul. 

S-a preparat şi un hidrogel cu tretinoin 0,01% neîncapsulat în lipozomi. 
respectiv, un hidrogel simplu faiă substanţa medicamentoasă. 

/V 

In scopul obţinerii concentiaţiei de acid retinoic în lipozomi necesară 
realizării gelului medicamentos, dispersia de lipozomi obţinută după separarea pe 
Sephadex s-a concentrat la evaporator rotativ, la 3 0 T sub presiune redusă. Din 3 
ml dispersie de lipozomi s-a obţinut 1 ml dispersie concentrată în decurs de 2 ore. 
/v 

In dispersia concentrată s-a dozat acidul retinoic. S-a verificat eficienţa 
încorporării după concentraie, trecând dispersia de lipozomi din nou pe Sephadex 
şi dozarea tretinoinului în eluatul cu lipozomi. 

Pentru dozarea tretinoinului în gel s-au diluat 0,5 g gel cu 10 ml tampon 
fosfat izotonic şi s-a eluat pe Sephadex, apoi s-a determinat cantitativ tretinoinul 
spectiofotometric în UV la 34lnm. S-a făcut şi o dozare în UV după dizolvarea 
tretinoinului din gel în metanol, urmată de filtrare. 

Determinarea cantitativă a acidului retinoic în gel: 
S-au cântărit exact 2 g gel şi s-au triturat cu 8 ml metanol. Din dispersia 

obţinută s-a măsurat exact 5 ml care s-a filtiat printr-o membrană filnantâ 
Millipore cu diametrul porilor 0,2 |im, folosind metoda presiunii reduse. S-a 
măsurat exact cantitatea rezultată şi s-a completat solventul evaporat până la 
volumul luat în lucru. Extincţia s-a citit în UV la 341 nm faţă de metanol. S-a 
calculat concentraţia cu ajutorul unei curbe de etalonare întocmită în aceleaşi 
condiţii. S-a calculat cantitatea de acid retinoic din hidrogel. 

Reologia gelului de uz topic: 
S-a determinat curba de curgere cu un vâscozimetru rotaţional (Rheotest) 

la preparare şi în timpul stocării la diferite perioade de timp de la preparare, la 
2(fC. 

Stabilitatea gelului cu lipozomi cu acid retinoic: 
S-a determinat concentraţia acidului retinoic din gel după stocare la 

diferite perioade de timp (după 3 luni, după 6 luni, după l an) la temperatura 
camerei, prin metoda de determinare cantitativă expusă la punctul 2.2 2. 
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2.2.3. Rezultate şi discuţii 

Eficienţa încorporării acidului retinoic în lipozomi este prezentată în 
tabelul 2.5, randamentul încoiporării acidului retinoic fiind de 32,1 %. 

Eficienţa încorporării acidului retinoic în lipozomi 
Tabelul nr. 2.5 

Fofatidilcolina: 
acid retinoic 
(mol • 10^) 

I.R" 
(% încorporării 

acidului retinoic) 

C.I.^ 
ml/mmol 

E.I/'(fracţia molară 
acid retinoic / mol lipide,' 

1,27 : 0,36 32,1 1,3 2,2 
a. caicuiaia cu ec. z.z., d. caicuiaia cu ec z. i .; c: calculata cu ec 2 3 
Condiţii iniţiale suplimentare: 10 ml metanol, 5 ml tampon fosfat izotonic pH = 7.4 

In tabelul; nr. 2.6 se arată conţinutul în acid retinoic din gel la preparare şi 
după o perioadă de stocare la temperatura camerei. 

Tabelul nr. 2.6 
Conţinutul în acid retinoic al gelului cu lipozomi în g .p 

La preparare 
0,0098 (98%)^ 

După 3 luni 
0,0098 (98%)^ 

După 6 luni 

* reprezintă conţinutul în acid retinoic al gelului cu lipozomi în % faţă de cantitatea 
de acid retinoic utilizată la preparare 

Se constată o scădere a conţinutului procentual al acidului retinoic în timp, 
dar procentul este în limita admisă de Farmacopeea Română Ed. a X-a (pentru un 
conţinut în substanţă activă de până la 0,1%, abaterea admisă faţă de valoarea 
declarată este de ± 7,5%). 

Gelurile considerate preparate semisolide, sunt corpuri ne-newtoniene şi 
posedă o vâscozitate structurală sau sunt structural vâscoase. Corpurile ne-
newtoniene, în funcţie de microstructura lor pot avea o curgere plastică, 
pseudoplastică, dilatantă, tixotropă sau o comportare reopexă. 

Corpurile plastice au nevoie de o anumită forţă de forfecare denumită prag 
de curgere (limită de curgere) pentru a fi în stare de curgere. Curba de curgere nu 
porneşte din origine, ci la o anumită valoare a forţei de forfecare. Corpurile 
plastice pot fi considerate solide sub valoarea tensiunii de curgere şi fluide peste 
această valoare. 
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Reprezentând giadientul de viteză (D) în funcţie de tensiunea de forfecarc 
aplicată (T) se obţine curba de curgere a unu. coip plastic (reograma). Punctul de 
cuigere nu poate fi determinat expenmental, şi se extrapolează pe abscisă 
prelungind linia dreaptă a curbei de curgere a corpului plastic. 

în figura 2.9 se redă reograma hidrogelului cu lipozomi cu acid retinoic. 
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• 
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— 
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1 1 1 1 1 1 
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Fig. 2.9 Reograma hidrogelului cu lipozotni cu acid retinoic Io diferite perioade de tittip 
în reprezentarea semilogaritmică a porţiunilor descendente 

(T-forţa de forfecare; D - deformarea sau gradientul de vitezâ) 

Se constată că gelul are un comportament plastic având un punct de 
curgere la aproximativ 250 dyn/cm^ la preparare. în timpul păstrării are loc o 
structurare reflectată de creşterea vâscozităţii şi deplasarea punctului de curgere 
la o forţă de forfecare de aproximativ 500 dyn/cm^. în ambele cazuii valoarea 
punctului de curgere este relativ mică, ceea ce va permite o etalare uşoară a 
preparatului pe tegument. Pe de altă parte, în timp, structurarea excipientului nu 
este însemnată, ceea ce pledează pentru păstrarea caracteristicilor reologice pe 
perioada de timp studiată. 
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2.2.4 Concluzii 

încoiporarea lipozomilor cu acid retinoic înti-un hidrogcl a pernin 

obţinerea unui preparat dermatologic în care substanţa medicamentoasa as,gură o 
concentraţie terapeutică. 

Metoda de preparare a lipozomilor şi a hidrogelului precum ş, 
determmarea cantitativă a acidului retmoic din lipozomi şi dm hidrogel este 
accesibilă la nivel de laborator. 

Stabilitatea hidrogelului cu acid retinoic este corespunzătoare. 

Caracteristicile reologice la preparare şi în timp asigură uşurinţa aplicări, 
preparatului în tratamentul topic. Preparatul se pretează ia evaluare 
farmacologică şi toxicologică. 

2.3. Evaluarea acţiunii şi toleranţei cutanate a unor preparate 
lipozomice şi non-Iipozomice cu acid retinoic la iepuri 

2.3.1. Introducere 

Importanţa crescută a utilizării topice a retinoizilor în dermatologie a fost 
evidenţiată şi rezultatele obţinute coroborate şi sistematizate în mai 1997 la New 
York cu ocazia Congresului Academiei Americane de Dermatologie, consacrat 
acestei teme de cercetare aflată în continuă dezvoltare. 

Acţiunile farmacologice ale acidului retinoic all-trans la nivelul pielii 
(vezi Partea generală cap. 1) au condus la obţinerea unor noi preparate 
farmaceutice de uz topic cu toleranţă crescută de tipul formulărilor în care 
substanţa medicamentoasă este inclusă în lipozomi. 

Pielea sau organul cutanat este un înveliş membranos. conjuncti\o-
epitelial, flexibil şi protector care acoperă întreaga suprafaţa a corpului şi se 
continuă cu mucoasele cavităţilor naturale. De la exterior spre interior organul 
cutanat este structurat în trei zone distincte: epidennul, dennul şi hipodermul 
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Epidermul este un epiteliu pluristratificat pavimentos cu evoluţie 
fiziologică progresivă spre comificare; celulele care îl alcătuiesc, keratinociiele 
au ca funcţie de bază biosinteza keratinelor, cu rol de susţinere şi protecţic Din 
profunzime spre suprafaţa epidermului se disting mai multe zone, în continuitate, 
de morfologie diferită şi anume: zona de joncţiune dermo-epidermică, stratul 
bazai, stratul spinos, straml granulos şi ultimul stratul comos. Etapele 
diferenţierii vectoriale normale a keratinocitului sunt prezentate schematic in 
figma 2.21 (săgeata A). 

Stratul bazai, este alcătuit dintr-un singur rând de celule, (la om. şoarece, 
iepure) în care predomină celulele bazale propriu-zise. Keratinocitele bazale sunt 
celule înalte, cilindrice, voluminoase cu nucleu alungit, numeroase organite 
celulare şi cu o bogată activitate germinativă. De o importanţă deosebită 
structurală şi fimcţională sunt legăturile mtercelulare şi cele cu membrana bazală 
realizate prin membrana celulară dar şi pnn ciesmozomi sau hemulesmozomi. 
Filamentele de keratină sunt prezente rar. Prin proliferarea şi alunecarea spre 
exterior a celulelor bazale se formează şi celelalte rânduri de celule epiteliale ale 
epidermului. 

Stratul spinos este situat deasupra celui bazai şi este alcătuit din 
keratinocite voluminoase, policiclice, aşezate în mozaic, prezintă un nucleu 
mare, rotund, păstrează organitele celulare cu un număi mai redus de granule de 
melanină. Tonofilamentele precursoare ale keratinei sunt mai groase 

Stratul granulos este dispus deasupra celui spinos şi alcătuit din celule 
romboidale cu axul mare orizontal. în citoplasma acestor celule este 
caracteristică prezenţa granulelor de keratohialirut substanţă care in cursul 
keratinizării va constitui matricea interfilamentoasă care cimentea/a 
tonofilamentele între ele, în fascicule compacte. Prezintă nucleu, dar organitele 
celulare dispar progresiv. Pe măsură ce keratinocitele se încarcă de tonotilamente 
şi keratohialină, se pregăteşte apariţia keratinelor mature. 

Stratul cornos al epidermului, aşezat la suprafaţa pielu este constituit din 
celule turtite, lamelare, orizontalizate, intncându-se între ele. aceste keratinocite 
şi-au pierdut nucleul şi celelalte organite celulare întrucât funcţiile stratului 
comos implică în mod necesar rezistenţa şi stabilitatea, keratinocitele acestc. 
zone au o structură proprie rolului lor. Pnn studii de microscopie electronică s-a 
evidentiat sistemul de tonofilamente în pachete ancorate la periferie de 
desmozomi, dispuse aproape onzontal in toate direcţiile ş. imersate într-o 

substanţă interfibrilară, o matrice densă. 
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Trebuie remarcat faptul că stiatificarea evidenţiază procesul morfologic şt 
biochimic de transformare treptată a keratinocitelor, în migrarea lor din stratul 
bazai până la suprafaţa epidermului unde ajung ca celule cornoase, complet 
keratinizate. 

Pielea nu este doar un simplu înveliş protector al organismului, ci un 
adevărat organ cu funcţii multiple, unele specifice diferiţilor săi componenţi 
(epiderm, derm, hipoderm), iar altele sunt funcţii de ansamblu în cadnil 
corelaţiilor dintre piele şi alte organe. 

Funcţiile elementare ale epidermului sunt: funcţia de protecţie 
(keratinizarea, melanogeneza), apoi funcţii secretorii ale glandelor sebacee şi 
sudoripare, funcţia de barieră şi semipermeabilitatea pielii (legată în pnmul rând 
de stratul comos) şi pilogeneza. 

Keratogeneza este o funcţie specifică prin care epidermul produce zilnic 
keratină, o scleroproteină specială alcătuită din 18 aminoacizi. Procesul de 
keratogeneză este prezent în toată grosimea epidermului ca o funcţie dominantă 
şi permanent legată de diferenţierea celulelor epidermice 

Volumul şi forma epidermului sunt reglate prin menţinerea în echilibru a 
ritmului mitozelor keratinocitelor cu dinamica de diferenţiere şi maturare a 
acestora sub acţiunea unui mecanism de control. 

Dermul are de asemenea un rol important în diferenţierea epidennului. 
deoarece oferă un substrat adecvat şi produce factori care influenţează 
proliferarea celulelor bazale. 

Dermul este un ţesut conjunctiv situat imediat sub epiderm Structural i se 
disting două zone: dermul papilar şi dermul reticular sau propriu-zis care este 
compus în principal din fibre elastice, de colagen şi de reiiculmâ dispuse în 
reţea, ceea ce conferă rezistenţă şi elasticitate pielii. 

Fibroblaştii şi fibwcUele sunt elementele celulare fundamentale 
predominante în derm. Principala lor funcţie o constituie sinteza colagenului î 
eliminarea lui în spaţiul extracelular, sinteza elastinei şi a gticozammo^licanilnr 
dermici. 

Fibrele de colagen reprezintă 90% din totalitatea fibrelor dennului, sunt 
numite şi fibre albe sau flexibile, iar de menţinerea structuni şi funcţiei normale a 

acestor fibre depinde păstrarea aspectului tânăr al pielii. 
Dintre structurile anexe ale pielii fac parte şi glandele sebacee, glande 

holocrine situate în derm; fiecare folicul pilos are câte o glandă sebacee asocuuâ 
(aparatul pilosebaceu). Glande sebacee se găsesc şi izolate in zone lipsite de 
pilozitate. Aceste glande asigură secreţia continuă de sebum M.persecreţ.a 
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sebacee generează tenul gras şi sindromul seboreic (predispus la de7\oIiaiea 
piincipalei sale complicaţii infecţioase: acneea). 

Experimentele "in vivo" pentru evidenţierea acţiunii asupra pielii a 
numeroşi retinoizi şi în special a acidului retinoic all-trans (vezi Paitea generală, 
cap. 1) s-au realizat pe diferite modele dintre care mai importante sunt: niodeliil 
urechii de iepure^' şi modelul de şoarece rhino - şoareci mutanţi farâ pâr^' 

Acidul retinoic all-trans sau tretinoinul se utilizează în fomuilăn topice 
pentru tratamentul în acnee şi în anumite fonne de psoriazis Fvl intră in 
compoziţia unor preparate de uz topic (creme, unguente, geluri) care pot ti 
utilizate dacă sunt bine tolerate individual. Deseori însă, este necesară 
întreruperea tratamentului cu tretinoin aplicat topic în special datorită intoleranţei 
cutanate de tip iritaţie (de diferite grade), eritem, deshidratare şi descuaniarca 
stratului comos şi fotosensibilizare solară crescută. 

Obiectivul acestui studiu a constat în evaluarea toleranţei cutanate a 
hidrogelului cu tretinoin inclus în lipozomi multilamelari comparativ cu 
preparate non-lipozomice cu tretinoin. Toleranţa cutanată a acidului retinoic a 
fost evaluată luând în considerare gradul de iritaţie al pielii prin testul de 
badijonare pe urechea de iepure. Studiul a mai pennis şi o evidenţiere calitativă a 
principalelor acţiuni farmacologice ale tretinoinului la nivelul pielii, pnn 
modificările histologice din biopsiile prelevate chirurgical 

2.3.2. Materiale şi metode 

Materiale 

- acid retinoic all-trans, pulbere (Hoffman La Roche), 
- lecitina de soia - fosfatidilcolina (Epikuron 200) (Lucas Mayer CîmbH) 
- methocel K4 - (Colorcon) (Orpington); 
- acid poliacrilic - (Carbomer 934 P) (B.F.Goodrich); 
- toţi ceilalţi reactivi folosiţi au fost de puritate analitică. 

Experimentul a fost efectuat pe lepun albi adulţi. Ncnn Zedand, sănătoşi, 
cu greutatea de 2 - 2,5 kg. Alimentaţia animalelor (furaj brichetat), a respectat 
nomiele prevăzute în literatura de specialitate, iar condiţiile de viaţă au fost 
identice (inclusiv flux luminos identic). 
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Metode 

Prepararea lipozomilor 
S-a realizat prin metoda prezentată la pct. 2.1.2. Tretinoinul şi lecitina s-aii 

asociat în proporţie de 1 : 10 (în masa g/g) corespunzătoiue unui raport molar 
1,27 : 0,36 

Prepararea gelului 
S-au realizat 3 variante de gel: gel simplu, gel cu tretinoin 0.01%. gel cu 

tretinoin 0,01% inclus în lipozomi, prin metoda prezentată la pct. 2 2 2 

Preparatele farmaceutice utilizate 
Gel simplu; gel cu tretinoin 0,01%; gel cu tretinoin 0,01% inclus în lipozomi. 
Airol®, cremă cu tretinoin 0,05% (Hoffman La Roche). 

Protocolul studiului pe iepuri 
S-au folosit 15 iepuri albi, adulţi, New Zeeland, sănătoşi, cu greutatea de 2 2.5 
kg. Animalele au fost împărţite în 5 loturi a câte 3 iepuri: 

- Lotul I : martor; 
- Lotul I I : iepmi trataţi cu vehicol (gel simplu); 
- Lotul III: iepuri trataţi cu gel cu tretinoin 
- Lotul IV : iepuri tiataţi cu gel (tretinom inclus în lipu/onii): 
- Lotul V : iepuri trataţi cu AiroP, cremă. 

Testul de badiionare 
La fiecare iepure s-a îndepărtat pilozitatea de pe jumătatea externă a 

urechii şi s-a lăsat astfel timp de trei zile pentru dispariţia eventualelor iritaţii. 
Animalele au fost tratate zilnic, pe fiecare ureche, cu unul dînne 

preparatele topice menţionate mai sus (0,5 g aplicat pe o suprafaţă dc 9 crn » 
timp de 14 zile, cu excepţia lotului V, la care tratamentul a fost întrerupt după 7 
zile. 
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Aprecierea efectelor s-a făcut după următoarea notaţie convenţionalâ^l 

0 = tolerat 

0,5 = uşoară iritaţie (discretă pigmentare sau ischemie, deshidratare, tegumeni 
suplu şi în curs de epitelizare) 

1 = iritaţie prezentă (eritem, edem, deshidratare, crustă subţire, descuamare 
uşoară furfuiacee) 

2 = iritaţie marcată (eritem, edem, crustă groasă, cicatrici) 

3 = iritaţie foarte intensă (crustă groasă, escare, necroze, cicatrici). 

Toleranţa cutanată a fost evaluată obiectiv, luând în considerare gradul de 
iritaţie de la O la 3. 

Suprafaţa testată a fost fotografiată în ziua a 7-a şi a 14-a a 
experimentului. 

S-au făcut şi observaţii asupra amendăiii fenomenelor apărute Aprecierea 
de amendare a fenomenelor apărute, în funcţie de gradul de iritaţie şi timp este 
următoarea^^: 

^ Preparat bine tolerat = 0-1 cu amendare 1-5 zile 
^ Toleranţă mediocră = 1-2 cu amendare 6-8 zile 
^ Produs netolerat = 2-3 cu amendare 8-12 zile 

Metoda de evaluare histologică 
Pentru evaluarea histologică au fost prelevate chirurgical biopsii în a 4-a şi 

în a 8-a zi de tratament. 
Biopsiile obţinute de la ioturile luate în studiu au fost fi.xate în I o i t u o ! şi 

incluse la parafină. S-au efectuat câte şapte secţiuni senate din fiecarc bloc de 
parafină care apoi au fost supuse următoarelor metode de colorare. 

A. Metoda tricrom Gomori 
Metodă tricromă cu valoare de diagnostic morfologic. Evidenţiază specific 
colagenul (colorantul acid verde lumină). 

Tehnica de lucru: 
1. Secţiunile seriate sunt deparafinate, hidratate şi apoi colorate cu 

hematoxilină, timp de 10 minute; 
2. Secţiunile se spală apoi succesiv câte 5 minute în apă curentă şi apă 

distilată; 
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3. Se colorează cu colorant bicrom (verde lumină şi chroinotrop R) timp de 
15 minute; 

4. Secţiunile se spală, se deshidiatează în propanol şi se montează in balsam 
de Canada. 

B. Metoda PAS 
Evidenţiază toate substiaturile care potenţial conţm giupări aldehidice libere 
Sunt identificate predominant glicogenul şi glicoproteinele. 

Tehnica de lucru: 
1. Secţiunile seriate sunt supuse procesului de oxidare cu acid periodic 1% 

timp de 5 minute; 
2. Secţiunile simt apoi spălate cu apă distilată timp de 5 minute; 
3. Secţiunile sunt tratate cu reactiv Schiff timp de 15 minute; 
4. Se spală din nou cu apă timp de 5 minute şi se face colorare nucleară; 
5. Secţiunile sunt din nou spălate bine, apoi deshidratate, clarificate în 

benzen şi montate. 

C. Metoda cu albastru de toluidină (pH = 4) 
Evidenţiază metacromatic ghcozaminoglicanii care sunt coloraţi în violet 

Tehnica de lucru: 
1. Secţiunile deparafmate şi hidratate sunt tratate cu tampon fosfat (pH - 4). 

apoi colorate cu albastru de toluidină timp de 10 minute; 
2. Se spală bine cu tampon fosfat (pH = 4) timp de 5 minute, 
3. Se spală apoi secţiunile cu apă distilată timp de 5 minute; 
4. Secţiunile spălate sunt deshidratate, clarificate şi montate. 

D. Metoda cu albastru alcian - safranină (pH - 0,2) 
Este metoda specifică pentru identificarea mastocitelor Ciranulcle 
mastocitelor care conţin condroitin sulfat sunt colorate în albastru. 

Tehnica de lucru: 
1. Secţiunile sunt hidratate şi colorate cu soluţie albastru alcian safranină 

(pH = 0,2) timp de 15 minute; 
2. Se spală lamele cu apă distilată timp de 5 minute; 
3. Secţiunile spălate sunt deshidratate, clarificate în benzen şi montate în 

balsam de Canada. 
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E. Metoda cu orceină 
Evidenţiază fibrele elastice, caie se colorează în bmn pe fondul palid al 
preparatului. 
Tehnica de lucru: 

1. Secţiunile sunt hidratate, apoi sunt colorate cu orceină în soluţie alcoolică 
70% timp de 30 de minute; 

2. Se face diferenţiere în alcool de 70% timp de 10 minute; 
3. Secţiunile sunt deshidratate, clarificate şi montate. 

F. Metoda von Kossa 
Identifică depozitele de fosfat şi carbonat de calciu. Depozitele de sânin de 
calciu sunt colorate în negru. 
Tehnica de lucru: 

1. Secţiunile hidratate se tratează cu soluţie de AgNO.̂  5% timp de 10 
minute, la întuneric; 

2. Se face spălare repetată cu apă distilată; 
3. Se tratează cu hidrochinonă 1% timp de 1 minut: 
4. Secţiunile se spală cu apă distilată apoi urmează deshidratarea, clarificarea 

şi montarea lor. 

G. Metoda cu hematoxilină - eozină 
Tehnica de lucru: 
1. Secţiunile deparaflnate timp de 30 de minute în benzen sunt hidratate cu 

alcool în concentraţii descrescătoare până la apă distilată; 
2. Colorarea secţiunilor cu hematoxilină se face timp de 5 minute; 
3. Se spală succesiv câte 5 minute în apă curentă şi apă distilată; 
4. Secţiunile se colorează cu eozină 1% timp de 5 minute, apoi se spală cu 

apă distilată timp de 5 minute; 
5. Preparatele sunt deshidratate în alcool de concentraţie crescândă de 70®o. 

80%, 90%, 96%; 
6. Clarefierea se face în benzen şi montarea în balsam de Canada 

Micrometrie 
Evaluarea micrometrică s-a efectuat cu micrometrul ocular Zeiss. la 

mărire (xl200) câmpuri de 80 ^m, examinare de tip intraobservator. 
Aprecierea rândurilor de celule din fiecare strat s-a evaluat cu ajutorul 

scalei micrometrului. 
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Evaluarea toxicologică 
S-au făcut observaţii zilnice, urmărindu-se apariţia de: eritem, edem. 

deshidratare, crustă (subţire, groasă), escară. 
Biopsiile au fost examinate histologic pentru evaluarea următoarelor tipun 

de leziuni: modificări de grosime, celularitate, prezenţa şi tipul infiltratului 
inflamator, modificările dermului, reacţia fibroblastică şi leziunile pilo-sebacee 

2.3.3. Rezultate şi discuţii 

Principalele modificări observate pe tegumentul animalelor de experienţă 
tratate, după 7 şi respectiv 14 zile, au fost următoarele şi sunt ilustrate în figurile 
2.10 -2.15: 

A. După 7 zile: 
1. Lot tratat cu gel cu tretinoin: eritein, descuamare 

fiirfuracee,tegumentul cu aspect subţiat, uşor atrofie, pnn 
transparenţă desenul vascular fiind mai evident in zona netrataiâ, 
pilozitate cu tendinţă de rarefiere difuză, fond pe care se precizea/ă 
zone net alopecice. (fig. 2.10) 

2. Lot tratat cu gel cu tretinoin inclus în lipozomi tegument de 
culoare normală ( f ^ ă eritem), troficitate tegumentară bună, folicuU 
piloşi cu relief diminuat, uşor atrofiei, desenul vascular cu 
vasodilataţie evidentă (venectazie), pilozitate păstrată, (fig 2 12) 

3. Lot tratat cu Airol®: eritem întins, difuz, pe alocun cu aspect 
neomogen (pătat), prezenţă de leziuni erozive şi ulceraţii 
superficiale acoperite cu cruste hematice, zone cu descuamaţie 
intensă, zonă de exematizare cu contur neregulat acoperită cu 
scuamo-cruste gălbui, prin îndepărtarea căiora se evidenţiază o 
uşoară zemuire. S-au mai evidenţiat papule foliculaie cu aspect 
keratozic, atrofie cutanată în insule mici, pilozitate cu rarefiere 
difiiză, trunchiurile venoase principale cu aspect dilatat până la 
turgescent. (fig. 2.14) 
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4. Lot tratat cu gel simplu: tegument suplu de culoare normala fară 
entem şi foliculi piloşi f ^ ă modificări. Desenul vascular pract.c 
identic cu cel al zonei netratate. 

B. După 14 zile: 

1. Lot ti-atat cu gel cu tietinoin: crustificare mai accentuată, 
scuamo-cruste înglobând fire de păr, tendinţă de refacere a 
pilozităţii, (fig. 2.11) 

2. Lot tiatat cu gel cu tietinoin inclus în lipozomi: calibrul u^^r 
diminuat faţă de aspectul antenor, în rest staţionar (fig. 2 13) 

3. Lot tratat cu Airol"^ (tratament întrerupt după 7 zile); se menţine 
un eritem mai discret, apare hiperkeratoză foliculară, prezenţă 
redusă de scuamo-cruste, se menţine şi un grad redus de 
turgescenţă vasculară. Amendarea fenomenelor observate s-a 
produs după 8-9 zile. (fig. 2.15) 

4. Lot tratat cu gel simplu: aspectul tegumentului se menţine 
staţionar, fără modificări faţă de cel antenor. 

^ Preparatul gel simplu a fost bine tolerat (gradul 0); 
Preparatul gel cu lipozomi, a fost foarte bine tolerat (gradul 0); 
Preparatul gel cu tretinoin a fost apreciat cu toleranţă mediocra (iritaţie de 
gradul I); 

^ Preparatul Airol® a produs o iritaţie de gradul II, necesitând după 7 zile 
întreruperea tratamentului (produs netolerat). 

Evaluarea histologică din ziua a 5-a şi respectiv a 9-a a expeninentului. a 
evidenţiat diferite tipuri de leziuni în funcţie de forma fannaceuticâ aplicată şi de 
durata tratamentului. Secţiunile de tegument cu modificările specifice pentru 
acţiunea tretinoinului, colorate prin metoda tricrom Gdmon (mărire x 120) sunt 
prezentate în fig. 2.17 - 2.20. 

Epidermul de iepure în mod normal este fonnat din trei straturi celulare 
un strat bazai, un strat spinos şi un strat granulos. 
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A.După 4 zile 
1.Lot tratat cu gel cu tretinoin: un strat comos subţiat sau chiar 

absent şi un număi- crescut de straturi celulare (4) faţă de nomial 
la iepure (3). Stratul comos subţiat indică o hiperexfoliere sau 
chiar momentul iniţial al unei ulceraţii. Uşoară hiperplazie a 
epider-mului; eritem prezent; numeroşi foliculi piloşi, la o mare 
parte dintre aceştia nu se mai observă cele două teci; internă şi 
externă. 

2. Lot tratat cu gel cu tretinoin inclus în lipozomi: zonă de 
comificare extensivă, indicând o keratinizare precoce a 
epidermului. Numărul de stiaturi granu-loase şi spinoase mai 
numeroase faţă de maitor; epiderm hipeiplazic (42 p). 
Fibroblaştii şi fibrocitele sunt numeroase având ca semnificaţie 
activarea colagenizării. Foliculii piloşi sunt integri şi numeroşi. 

3.Lot tratat cu Airol®: stratul comos bine reprezentat în anumite 
zone, lipseşte în altele, iar epidermul prezintă eroziuni multiple şi 
o creştere a numămlui de straturi celulare (6). Infiltrat limfocitar 
masiv şi stază venoasă; unele glande sebacee sunt necrozate (tlg. 
2.20). Grosimea epidermului = 57,2 (faţă de martor -- 16 |.i). 
Foliculii piloşi nu prezintă modificări. 

4. Lot tratat cu gel simplu: un strat comos relativ bine reprezentat, 
acelaşi număr de straturi celulare ca mailorul (3), lamina propria, 
fară infiltrat inflamator; stratul celulelor bazale intact şi continuu, 
fără spongiocite şi fară necroză intraepitelială. Foliculi piloşi 
prezenţi şi glande sebacee bine reprezentate şi normale 

5. Lot martor: epiderm foarte subţire (16 î) format din 3 straturi 
celulare (1: 1: 1) caracteristice pentm pielea de iepure în lamina 
propria nu este prezent infiltratul inflamator Foliculii piloşi şi 
glandele sebacee sunt bine reprezentate şi fară modificări (fig 
2.16) 
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B. După 8 zile (a 9-a zi): 
1. Lot tratat cu gel cu tretinoin: creşterea uşoară a numărului de 

straturi celulare (4-5) se menţine şi segmentar apar zone de 
hipercor-nificare explicate ca deficit de exfoliere. Sunt prezente 
mici ulceraţii epidermice, iar în lamina propria este prezent 
infiltrat inflamator limfoid cu densitate moderată. Epiderm 
hiperplazic (54 ja), iar foliculii piloşi şi glandele sebacee sunt 
normale, (fig. 2.17) 

2. Lot tratat gel cu tretinoin inclus în lipozomi: epiderm subţire cu 4 
straturi celulare, iar stratul comos cu mici eroziuni ceea ce indică 
o hiperexfoliere. Lamina propria nu are infiltrat inflamator, dar 
sunt prezente fibrocite şi fascicule groase de colagen în dermul 
papilar (fig. 2.19). Foliculi piloşi normali şi glande sebacee mici, 
sau chiar absente; f ^ ă stază venoasă. Hiperplazia epidermului se 
menţine la aproximativ aceeaşi valoare (staţionar) ca şi la 4 zile 
(44 faţă de 42 \i) 

3. Lot tratat cu Airol®: epiteliu cu multiple ulceraţii, absent pe zone 
întinse şi hipercomificare evidentă a stratului comos, reprezen-
tând 40% din grosimea sa (5 straturi celulare). Lamina propria cu 
infiltrat inflamator masiv: limfocitar, granulocitar (fig. 2.18) 
Degenerescenţă masivă a tijei foliculului pilos, iar glandele 
sebacee sunt mici şi puţine. 

4. Lot tratat cu gel simplu: stratul comos normal; epiderm cu număr 
normal de straturi celulare, în rest nu sunt modificări faţă de 
evaluarea histologică realizată după 4 zile. 

5. Lot martor: fără modificări faţă de aspectul histologic din etapa A 
(după 4 zile). 

Hiperplazia epidermului indusă de tietinoin este ilustrată în tabelele 2 7 şi 
respectiv 2.8, menţinându-se crescută şi după 8 zile de tratament local 
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Hiperplazia indusă după administrarea topică a acidului retinoic-f zUe ' 

•Valoarea reprezintă media a 3 citiri 

Lot tratat 
Nr. straturi celulare 

(granulos. spinos 
bazai) 

Nr celule 
Bazale'*lO^ 

Martor 3(1:1:1) 2 
Gel simplu 3(1:1:1) 2 
Gel Tretinoin 4(1:2:1) 2 
Gel lipozomi cu Tretinoin 6(2:3:1) 3 
AIROL® 6(2:3:1) 3.33 

Grosimea totală 
o epidermulu! 

16 

19.5 

27,8 

42 

57.2 

Raport IU stratun 

Spinos/ba/al | Granulos/ba/al 

1:1 1 1 

• j " T i 

11 

1:1 2 1 

3:1 2 1 

Tabelul 2.8 
Hiperplazia indusă după administrarea topică a acidului retinoic 8 zile 

Nr. straturi celulare Nr celule 
Bazale'*lOu 

Grosimea totală Raport nr straturi 
Lot tratat (granulos, spinos 

bazai) 

Nr celule 
Bazale'*lOu 

a epidermului 

W 
! ' 

Spinos/ba/al ; GranuIo<v'ba/.al; 

Martor 3(1:1:1) 2 16 l.l 11 

Gel simplu 3(1:1:1) 2 18 " ' ' i 1 
Gel Tretinoin 4(1:2:1) 1,66 54 2,1 11 

Gel lipozomi cu Tretinoin 4(1:2:1) 2.33 44 2:1 ! 11 

AIROL® 5(1:3:1) 1,33 42,2 3,1 1 11 i 
•Valoarea reprezintă media a 3 citiri 

Dintre modificările principale, evidenţiate în unna aplicării locale a 
diferitelor formulări farmaceutice cu acid retinoic all-trans (tretinoin). se disting: 
hiperplazia epidermului şi hiperexfoliere, prezente pentru toate loturile tratate cu 
acid retinoic (fig. 2.17), hiperkeratinizare accentuată şi acumulare masivă de 
granulocite în dermul papilar (fig. 2.18); colagenizare masivă a dermului papilar 
şi reticular, absenţa foliculilor piloşi şi a glandelor sebacee (fig. 2.19): ulceraţii 
ale epidermului şi dermului papilar şi degenerarea glandelor sebacee (fig. 2.20). 
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I. Modif icări le apărute pe tegumentul urechii de iepure, după 7 ş. respcclu 14 zile de 

tratament cu tretinoin sunt ilustrate in figurile următoare 

Fig. 2. W Tratamem cu gel cu trciinoin " zilc. 

Fig. 2.11 Tralament cu gel cu treitnoin 14 ri/c. 
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Fig. 2.12 Inuarnent cu gel cn lipi corni cu ntiiifin " :ilc. 

Fig. 2.13 Tralament cu gel cu lipozonu cu ircli/ioin 14 :iu-
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Fig. 2. N Irciiiitfiein cu AIRO! 

Fig. 2.15 Tratament cu AIROI.a /-f-anniuimctu ///A'. / ni>i Jupn 
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n Modif icăr i le morfo log .ce p n n c p a l e ev .denna .c h . u . l o g a in s . c „ u „ „ . 

sunt ilustrate in figurile urmâîoaie 

V 

- % V 

hig. 2.16 Sec ţiune prin îe^unient de /e/mre cur, (//i / - u , / s;, ^ / ţ^ >r::\i.: 
(coloraue Incram (innn^rr 

2.17 Secţiune prin tegument de iepure furei her .. 
epidermului (cf^lonuie non K / ' 
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Fig. 2.1H Hiperkeralinizarc accvntiiah'i SI acumulare 'fhis!\ăch' '^ninft!'tn 
dernmlpapilar (coloralic tncrom K :f>mi.'>-i. • i:(r, 

Fig. 2.19 Imagine de ansartihlu: colagetnzan masiva a cA r/niihn i'npiLif 
absenţa foliciililorpiloşi w a ^hnulelo' schn vr 

(tratament cu lipozomi cu Treltnoin s ziU'S u nh >r:>iu im > < >m <vf.-- -'>; 

II. 
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/ ^ 
I 

If 
4# 

F/g. 2.20 Ulceraţii ak' epidermulm şi i/enuu/in ihij^ilar M iit-jcn- nnwi -i 
sebacee (tratamem cn Airof - V r/A'/ fcoio'iHu ' i , / /.j.*. 

Principalele efecte evidenţuite dc accst siudin uti! iu ^i.i;';.! 
datele din literatura de specialitate rcrcnkuiic ki acfiuiica i 
retinoic şi au fost următoarele: 

1] - Deshidratarea transepiderniicâ şi cnlcin 
[2] - Comificarea şi descuamarea stratiiUn conso " 
[3] - Modularea diferenţierii cehilcliM cpitchaîc" 
4] - Hiperplazia epiderniuUn' ' . 
51- Stimularea sintezei dc colagen ^nm^^niw fM\»hlc:ă'.!i i'in.,i>!,!.n!.., 

dermici 

Numeroase studii au demonstrat câ rcimoi/n m a.uhil t . im;..., .jv v. il 
modulează proliferarea şi diferenţierea celulelor cpitciiak ' 

în acest studiu după patru /ilc dc tratanvnî .u and ,k .ii h ni-
0 0 1 % inclus în diferite fonnuiâri topice, mnnarul .Jnl .Ka dm .tuu.M^L ^j'^r. 
şi granulos a crescut senmitlcat.v (trei straiuri .pn.oasc d .̂ua .in,-.: 
granuloase), mdicând o diferenţiere compatib.ia .u lH(KnHohlu.u:, .ua.nn! 
celule bazale/10 p (vez, tabelul 2.7) e.rc d c .o .hi lapi . a a an . n . n n u . , , . 
unei compactizăn a celulelor epidennuluK a.t.wnc . a . i . M , . : . . . 
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Deşi după patru zile de tratament nu s-au semnalat diferenţe histologice ale 
hiperplaziei epidermului indusă de formulările cu doze diferite de acid retmoic. 
respectiv 0,01% şi 0,05%, toleranţa cutanată a preparatului lipozomic studiat a 
fost însă net superioară preparatului comercial AIROL* (Hoffman La Roche). 

Rezultatele obţinute în acest experiment, coroborate cu date din 
literatură^^^^ pemit emiterea unor ipoteze asupra modului de acţiune a acidului 
retinoic all-trans privind diferenţierea epidermului "in vivo" în figura 2.21 este 
reprezentată o diagramă schematică ilustrând două ipoteze asupra modulării 
diferenţierii epidermului prin acidul retinoic aplicat topic. 

în primul rând, acidul retinoic poate influenţa în funcţie de doză 
proliferarea keratinocitului şi alegerea de către celulele epiteliale a unei căi de 
diferenţiere normale (figura 2.21, săgeata A), sau a unei căi alternative 
("greşite") o cale de diferenţiere compatibilă cu hiperproliferarea (săgeata B). 
specifică bolilor hiperproliferative în care expresia keratinelor K|/K,o sau a 
keratinelor W K i e este crescută'*^ începând cu straml spinos (figura 2.21, săgeata 
1 ) . 

STRATUL 
CORNOS 

STRATUL 
GRANULOS 

STRATUL 
SPINOS 

STRATUL 
BAZAL 

MemDiHna 
bazată 

Fis. 2 21 Etapele evoluţiei kera,im>c itulu, „ un moM asupra m,Măn, 

diferenţierii epidermutu, de aadul rei.no.c ap,« a, u,p.c(K filan,e.i de 

keratinâ- D - desmozom: H hem,de,n.o.o„: KH >,ranula d . k.raiolval,,^: 

săgeata A : difere„iere norma,a. s<i,eata H: d„eren,..r. 'aitera,, ; 
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In al doilea rând, acidul retinoic ar putea influenţa specific un stadiu mai 
tardiv al diferenţierii epidermului, tranziţia dinspre stratul granulos spre cel 
comos (figura 2.21, săgeata 2). Astfel, se poate presupune că celulele suprabazale 
care exprimă keratinele Ki şi Kio (specifice stratului spinos) au evoluat pe calea 
diferenţierii normale (A), care va conduce la formarea stratului granulos şi a 
stratului comos anucleat. In acelaşi timp celulele suprabazale exprimând 
keratinele Ke şi Ki6 se măresc în volum în migrarea lor spre suprafaţa 
epidermului, dar nu mai produc granule de keratohialină (fapt observat şi în accst 
experiment) şi nici nu îşi mai pierd nucleul înainte de descuamare (B). Aceste 
modificări pot apare numai după interacţiuni ale acidului retinoic cu celulele 
spinoase sau bazale. Eichner^^ et al. au evidenţiat faptul că acidul retinoic poate 
diminua proteoliza keratinelor Ki şi Kio şi transfonnarea profilagnnei în filagnnâ 
(o componentă a granulelor de keratohialină), aceste evenimente având loc în 
timpul tranziţiei dinspre stratul granulos spre cel comos. 

Observaţiile posibile în acest expenment au fost limitare, de aceea pentru 
completarea datelor în sprijinul ipotezelor propuse am utilizat şi unele le/ultatc 
din literatură^^ '̂ ^ 

Retinoizii sunt şi inductori putemici ai hipeiplaziei epidennului In 
prezentul studiu a fost urmărită şi cuantificată (măsurată) la anumite interNale de 
timp (în a 5-a şi a 9-a zi de tratament) hiperplazia epidei-mului indusă după 
administrarea topică a unor formulăn farmaceutice cu acid retinoic Au fost 
evaluate micrometric: modificările de grosime a epidemiului, de celulantate şi 
număml de celule bazale/10 \i. Rezultatele obţinute (tabelul 2 7 ş. tabelul 2 8) 
indică o valoare semnificativ crescută a diviziunii celulare a epidennuu. de 
iepure indusă de acidul retinoic după 4 zile de tratament topic zilmc, tapt 
confmmiat şi de alte s t u d i i ^ ' , în rimp ce primele semne macroscop.ce ale 
efectului topic al retinoidului sunt vizibile după mai mult de 4 x.le de tiatament 

Datorită stmcturii stratificate a epidermului o consecmţâ a luperpla/.e. 
acestuia este o modificare tranzitorie a proporţiei straturilor celulare, este 
semnificativ crescut număi-ul straturilor spmoase şi granuloase c.,mparanv cu 
stratul bazai, fapt confimiat şi de prezentul studiu In mod nonnaK cpidennul la 
iepure are trei straturi (unul bazai, unul spinos şi unul granulos); acidul retinoic 
1 aplicare locală a indus akantoză epidemucă (îngroşarea stratulu. spmos). Am 
L i o L r v a t şi o rată crescută de descuamare a comeocitelor, tapt semnalat . de 
Pearse^® et al. 
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Hiperplazia epidermului indusă de acidul retinoic poate fi foarte bine 
corelată cu iritaţia locală pe care o poate produce retinoidul" Pierderea 
substanţială a funcţiei de barieră a epidermului, sub acţiunea acidului retinoic. 
determină o deshidratare transepidennică, o diminuare a coeziunii şi o 
dezorganizare a stratului comos; diminuarea funcţiei de barieră a epidennului. ar 
putea fi o primă explicaţie importantă pentiii două manifestări caracteristice ale 
iritaţiei induse de retinoid: tegument abraziv acoperit cu mici scuamo-cruste. 

Studiile de histochimie şi microscopie optică au demonstrat că in 
condiţiile acestui experiment, acidul retinoic aplicat topic stimulează proliferarea 
fibroblaştilor dermici şi sinteza de către aceştia a colagenului, fapt confirmat şi 
de alte cercetări'^^^^ 

Prin metoda histochimică de colorare cu albastru de toluidină s-a 
evidenţiat o acumulare în derm de glicozaminoglicani, un efect specific^' pentru 
acidul retinoic după numai două zile de tratament. 

Rezultatele acestui studiu au mai demonstrat o toleranţă cutanată mult 
mai bună a preparatului topic cu tretinoin inclus în lipozomi faţă de 
preparatele non-lipozomice. 

Scheuplein^^'^^ a explicat cu peste 30 de ani în unnă importanţa căii 
pilosebacee, în special în cazul absorbţiei cutanate a unor molecule liposolubile 
cu volum mare (steroizi) sau a unor substanţe puternic polare. Mai recent. în 
1992, Lieb^^ et al. au demonstrat convingător în studiul lor că foiinulările 
lipozomice cu carboxifluoresceina sunt cele mai eficiente în comparaţie cu toate 
celelalte substanţe vehicol testate, realizând transportul acestui marker de 
fluorescenţă inclus în lipozomi, prin calea folicularâ. în consecinţă un transport 
folicular ţintit via un preparat lipozomic ar putea fi deosebit de avantajos, in 
special în'tratamentul unor afecţium foliculare: acnee sau alopecie. 

2.3.4. Concluzii 

Administrarea zilmcă pe tegumentul urechi, de iepure, timp dc 2 
săptămâni a unui preparat galemc de tip gel cu tretinoin 0.01 <> o, a condu, la 
evidenţierea unor efecte locale în concordanţă cu cele din literatura de 

specialitate. 

Preparatul galenic în care tretinoinul a fost mclus in hpo/om,. cu rol de 
vectori medicamentoşi. nu a produs ,n,a,ie locala, avănd o .olcraniâ ,„a, buna 
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decât gelul cu tretinoin la aceeaşi concentraţie de 0,01% substanţă activă. Suni 
prezente efectele locale caracteristice tretinoinului: hiperplazia cpiJerrnului. 
modularea diferenţierii celulelor epiteliale, acumularea de ^licozaminoglicani. 
formarea unor fascicule groase de colagen in dermul papilar > / o degenerare a 
glandelor sebacee. 

Preparatul Airol® a produs după 7 zile de tratament un eritem intens, 
leziuni erozive şi ulceraţii superficiale acoperite cu cruste liematice, ceea cc a 
impus întreruperea tratamentului. 

Rezultatele acestui studiu demonstrează o toleranţă mult mai hună a 
preparatului topic cu tretinoin inclus în lipozomi, faţă de preparatele non-
lipozomice, recomandând preparatul lipozomic, atât în tratamente dennatologice. 
cât şi în profilaxia îmbătrânirii pielii, datorată radiaţiei solare. 

2.4. Farmacocinetica acidului retinoic administrat .sub formă de 
lipozomi la şobolani 

2.4.1. Introducere 

Acidul retinoic all-trans, metabolit format în organism dm reti«iol şi 
retinaldehidă, nu se absoarbe prin aport exogen decât în cantităţi mici şi pentru 
absorbţia sa nu necesită mecanisme specifice. Cu toate că este foarte lipofil. 
transportul său în circulaţia generală are loc mai ales prin legarea de albumincle 
plasmatice. Există şi proteine specifice de legare pentru acidul rciinoic, situate 
atât în membranele celulare, cât şi în citozolui celular al diferitelor ţesuturi, 
denumite CRABP I şi CRAB? II. Acidul retinoic se elimină rapid după 
metabolizarea sa în metaboliţi inactivi sau activi prin bilă sau unnă. Studii cu 
acid retinoic marcat radioactiv au indicat că bila este pnncipala cale de elimmare 

a metabolitilor acidului retinoic all-trans. 
Pentru studii farmacocinetice pe acidul retinoic. şobolanii sunt im model 

farmacocinetic experimental foarte bun, în cazul administrăm nmavenoase a 
unor doze cuprinse între 0,015 mg şi 5 mg/Kg corp Ahe studu de 
farmacocinetică a tretinoinuluis.au realizat pe şoarecrvşi cam. 

Acidul retinoic se utilizează topic în unele afecţiuni demiatologicc . cl 
posedă şi proprietăti antiproliferative, fiind recomandat ca agent chim.oterapeutic 

de chimiopreventie^^- ^̂^ în anumite fomie de canccr (leucemie acută AO: 
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promielocitară, carcinom de prostată) administrat pe cale sistemicâ Eficacitatea 
clinică a acidului retinoic este însă limitată de o toxicitate semnificativă, calea 
orală nefiind acceptabilă în tratamentul unor leziuni cutanate cronice, datorită 
apariţiei sindromului hipervitaminozei a " 

O modalitate de reducere a efectelor secundare ale unor substanţe 
medicamentoase constă în încorporarea lor în microparicule transportoare de 
tipul lipozomilor. în chimioterapie este necesar un control al farmacocineticii 
substanţelor medicamentoase şi un efort considerabil s-a îndreptat spre 
îmbunătăţirea eficienţei terapeutice prin încorporare în lipozomi 

în vederea obţinerii de informaţii referitoare la distribuţia şi eliminarea 
acidului retinoic la şobolani este necesară cunoaşterea fannacocineticii dozei 
unice administrată pe cale intravenoasă 

în această lucrare s-a studiat farmacocinetica acidului retinoic administrat 
sub formă de lipozomi comparativ cu o dispersie apoasă, în care substanţa 
medicamentoasă a fost solubilizată micelar, după administrarea unor doze unice 
la şobolani^^. 

2.4.2. Materiale şi metode 

Materiale: 
- Acid retinoic all-trans - pulbere (Hoffman La Roche): 
- Lecitină de soia - fosfaţidilcolina (Epikuron 200) (Lucas Maycr GmbH); 
- Toţi ceilalţi reactivi folosiţi au fost de puritate analitică. 

Metode: 
Prepararea lipozomilor multilamelan. 
Lipozomi multilamelari (MLV) s-au obţinut prin metoda lui Bangham 

conform capitolului 2.1. Tretinoinul şi lecitma de soia s-au asociat in proporţie de 
1 : 10 (în greutate g/g) corespunzătoare la raportul molar 1,27 : 0,36 

Preparatele farmaceutice utilizate. 
S-a utilizat o dispersie apoasă de lipozomi cu acid retinoic conţmănd 0,2 

mg acid retinoic/0,5 ml dispersie lipozomală. 
S-a preparat şi o dispersie apoasă de acid retinoic obţinută pnn dizolvarea 

acidului r e t L i c într-un amestec de apă cu propilenglicol şi solub,luare inicdar. 
^po l i sorba t 80, astfel încât 0,5 ml dispersie apoasa sa conţină 0 2 m, aud 

retinoic solubilizat micelar. 
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Protocolul studiului pe şobolani. 
S-au folosit două loturi a câte 12 şobolani albi Wistar în greutate de 200 g 

Animalele nu au fost alimentate cu excepţia apei, timp de 16 ore înaintea 
studiului. Primului lot i s-a administrat dispersia apoasă cu acidul retinoic 
solubilizat, iar celui de-al doilea lot i s-au administrat lipozomii cu acid retmoic. 
Fiecare animal a primit o doză de 2 mg acid retinoic/kg coip sub formă de 
lipozomi sau sub forma dispersiei cu substanţa solubilizată Admmistrarea i v. s-a 
făcut în vena cozii. La diferite perioade de timp după administrarea dozei (15 
min, 30 min, 1, 2, 3 şi 4 ore) s-a recoltat sânge din vena retroorbitală, de la câte 3 
animale pentru fiecare timp de prelevare. Sângele s-a recoltat cu ajutorul unor 
capilare de sticlă pe anticoagulant (heparina). S-a separat plasma care s-a 
menţinut la frigider până la extracţie 

Extracţia şi dozarea acidului retmoic. 
Extracţia acidului retinoic s-a făcut cu cloroform efectuând două extracţii 

succesive cu câte 2 ml cloroform pentru Iml plasmă S-a separat după 
centrifugare, stratul cloroformic şi s-a evaporat la sec. Reziduul s-a reluat cu 
metanol şi s-a determinat cantitativ acidul retinoic spectrofotometric în L.V. la 
341 nm, la un spectrofotometru UV-VIS Ultiospec III (Pharmacia LKB) 

Calculul farmacocinetic. 
Valorile experimentale ale concentraţiilor medicamentoase plasmatice în 

funcţie de timp obţinute de la câte 3 animale pentru fiecare timp de prelevare. în 
ambele tratamente, s-au prelucrat individual. 

S-a folosit analiza compartimentaiă, considerând evoluţia conceniiaţiilor 
în fimcţie de timp conformă cu cinetica de ordinul întâi, folosind un program de 
calculator Pharmk. Evoluţia concentraţiilor în timp este conformă cu modelul 
farmacocinetic bicompartimentat'^ şi corespunde ecuaţiei 

C = A X e"" + B X e-*̂ ' 
mide A şi B sunt constante, intercepte la ordonată, .ar a şi b sunt constate hibride 
de viteză pentru faza iniţială rapidă respectiv pentru faza terminală de climmare 
exponentială. S-au calculat şi constantele de viteză de .chimb intre 
compartimetele, K . şi K.. precum şi constanta viteze, de ehmma.c, de ordinu 
întâi Kei S-a determinat aria de sub curbă (ASC ^ A/a . Bb). clearace-ul 
organismului (CI = doză/ASC) şi volumul aparent de distribuţie (Vd Cl/b) 
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2.4.3. Rezultate şi discuţii 

2.4.3.1. Rezultate 

/V 

In tabelul 2.9 este redată eficienţa încorporării acidului retinoic în 
lipozomi; încorporarea relativă a fost de 27,8%. 

Eficienţa încorporării acidului retinow în lipozomi 
Tahelul 2.9 

Fofatidilcolina: 
Acid retinoic 
(mol • 10^) 

I R ' ' ' b 
încorcorării ' ^ ' E fracţia molară 

acil lui retinoic) | acid retinoic / mol l.p.de,%) 
1 ,27 : 0 , 3 6 2 7 , 8 1 1,4 ! 2,1 

, - j i 
a: calculată cu ec. 2.2.; b: calculată cu ec 2.1.; c: calculată cu ec 2 3 
Condiţii iniţiale suplimentare; 10 ml metanol, 5 ml tampon fosfat izotonic pH ^ 7,4 

Cantitatea de acid retinoic încorporată este în domeniu procentelor de 
încorporare semnalate şi în alte lucrări. 

în figura 2.22 sunt reprezentate concentraţiile acidului retinoic în funcţie 
de timp după administrarea unei doze unice intravenoase de dispersie apoasă a 
substanţei medicamentoase solubilizate micelar. 

6000.0 

5000.0 C 

4000.0 

Conc (ng/ml) 
3000.0 ' 

A • •, 

2000.0 

1000.0 ^ 

solubilizat 

0.0 
0.0 100.0 200.0 

Timp (min) 

Fig. 2.22 Profilul concentraţiilor medwamenuxisc in/uncfw Jc nmp dufKi 

administrarea în doză unică intravenos a aaduiui rcrnn.c solubiUzai muvh.r 
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î " 2 23 sunt reprezentate concentraţiile aedului ret.no.c în funcţie 
de lipozomi cu aed retino.c la 

7000.0 

6000.0 

5000.0 
Conc (ng/ml) 

4000.0 

3000.0 

2000.0 -

1000.0 

0 .0 ' 
0.0 

liposomi 

100.0 200.0 

Timp (min> 
3(K).() 

Fig. 2.23 Profilul concentraţiilor medicamentoase in funcţie de iimp duţKi 

administrarea unei doze unice de acid refinoic sub formă de lipozomi la '^ohitUim 

Se constată că după administrarea acidului retmoic pe caJc tntravenoasâ 
are loc o scădere a concentraţiilor plasmatice la început cu o vitc/â mai maic 
apoi cu o viteză mai mică. După administrarea substanţei solubilizate, eliminarea 
practic totală are loc în aproximativ trei ore După administrarea lipozomilor 
concentraţiile plasmatice se prelungesc peste patru ore 

Parametrii farmacocinetici ai acidului retinoic administrat ca soluţie 
micelară şi lipozomi în doza unică intravenoasă la şobolani suni redaţi în tabelul 
2.10. 
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n , . . . lahelul 2.10 
Farametrii farmacocmetici ai acidului retmoic după administrarea mtravenoasă a une, 

doze unice de 2 mg lcg corp la şobolani, sub formă de soluţie micelară y/ lipozomi 

Parametrul 
Farmacocinetic 

Al(ng) 
A2(ng) 
ai (min"^) 
a2 (min"') 
k2i (min') 
ki2 (min') 
kei (min"') 
ti-2 (min) 
Doza (|ig) 
Vd (ml/g) 
CI (ml/min/g) 
ASC (^g ml"' min) 

Soluţie micelară 

13239 
1677 
0,0876 
0,0098 
0,0186 
0,0324 
0,0465 
14,9 
400 
0,0268 
0,0012 
320 

Lipozomi 

18957 
2829 
0.1145 
0,0056 
0,0198 
0,0675 
0,0328 
21,13 
400 
0,0183 
0.0006 
665 

Se constată că raportul constantelor de schimb înne compartimente 
(ki2/k2i) este supraunitar ceea ce arată o preferinţă a substanţei medicamentoase 
pentru compartimentul tisular comparativ cu compartimentul central. Acest fapt 
este determinat de caracterul lipofil al acidului retinoic Valoarea acestui raport 
este mai mare în cazul lipozomilor decât a soluţiei micelare, ceea ce este legat dc 
caracterul mai lipofil al lipozomilor. 

în ceea ce priveşte mărimea ariei de sub cuiba concentraţiilor plasniatice -
timp (ASC) aceasta are valori duble în cazul lipo/.omilor faţă de soluţie 
Cantitatea de substanţă medicamentoasă existentă în organism în aceeaşi 
perioadă de timp este deci mai mare în cazul lipozomilor decât a soluţiei. Acest 
fenomen este determinat de remanenţa prelungită a acidului retinoic în organism 
ca urmare a modificării farmacocineticii sale după încoiporarea în lipozomi 

2.4.3.2. Discuţii 

Farmacocinetica acidului retinoic administrat sub fonnă dc lipozomi se 
modifică în comparaţie cu farmacocinetica soluţiei substanţei medicamentoase 

Unii cercetători au arătat că încoiporarea substanţei medicamentoase in 
lipozomi determină o modificare a dismbuţiei in organlsm^^ in general, 
lipozomii rămân în circulaţie o perioadă mai lungă de timp decât substanţa 
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medicamentoasă liberă. într-un studiu referitor la distribuţia unor substanţe 
medicamentoase lipofile încorporate în transportori lipidici, inclusiv a acidului 
retinoic în lipozomi, efectuat printr-o singură trecere prin ficat într-un sistem de 
perfuzare in situ, s-a constatat că are loc o retenţie semnificativă în ficat a 
lipozomilor şi a unei emulsii medicamentoase, în timp ce substanţa solubilizată 
micelar nu suferă o modificare farmacocinetică prin prezenţa solubilizantului"^. 

Constanta vitezei de eliminare este mai mică în cazul administrăni 
lipozomilor decât după administrarea soluţiei, ceea ce se traduce şi înti-o valoare 
mai mare a timpului de înjumătăţire biologică. Aceasta este de 21 minute la 
lipozomi faţă de 15 minute la soluţie. O explicaţie a acestui comportament este 
dată de distribuţia preferenţială a lipozomilor faţă de ţesuturile profunde (raportul 
supraunitar mai mare al constantelor de schimb între compartimente). 

Fenomenul poate fi corelat şi cu datele din literatură'*^ care arată o filtrare 
a lipozomilor la nivel hepatic. Acest depozit determină o eliberare prelungită a 
substanţei medicamentoase încorporată în lipozomi. in concluzie prepararea de 
lipozomi cu acid retinoic este posibilă la nivel de laborator, penniţând realizarea 
unor concentraţii de acid retinoic încorporat utile unui studiu farmacocinetic. 

2.4.4. Concluzii 

Farmacocinetica acidului retinoic administrat în doză unică intravenos la 
şobolani este descrisă de modelul farmacocinetic bicompartimentat. 

S-a constatat un raport supraunitar al constantelor de viteză de schimb 
între compartimente, ceea ce denotă preferinţă pentni compartimentul tisular 
Raportul are o valoare mai mare după administrarea lipozomilor în comparaţie cu 

soluţia micelară. 

Biodisponibilitatea evaluată din mănmea ane» de sub curbă este mai mare 

în cazul administrării dispersiei lipozomale. 

Timpul de înjumătăţire biologică al acidului retinoic creşte pnn 

încorporarea sa în lipozomi. 

încorporarea acidului retinoic în lipozomi modifică farmacocinetica sa 
determină o pretogire a clearance-ului substanţei medicamentoase 
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Capitolul 3 

URMĂRIREA CINETICII FOTOTRANSFORMĂRII 
ACIDULUI RETINOIC ŞI ARGUMENTAREA 

CARACTERULUI RADICALIC AL INTERMEDIARILOR 

3.1 Introducere 

Acidul retinoic (AR) este produsul de oxidare al vitaminei A (trans-retinol) 
şi este inclus în diferite preparate dermatologice şi cosmetice. Utilizatorii au 
semnalat deseori faptul că unguentele cu conţinut de acid retinoic determină 
reacţii de fotosensibilitate ale pielii, fenomen care se manifestă prin iritaţii locale. 
Pentru explicarea fenomenului au fost invocate argumente fiziologice şi 
biochimice, specia chimică incriminată fiind fie chiar acidul retinoic. fie 
metaboliţii acestuia. Prezentul studiu încearcă să aducă argumente in favoarea 
ipotezei conform căreia reacţia de fotosensibilizare a pielii se datorează unor 
specii cu caracter radicalic, cu timp de viaţă suficient de lung. care se formează 
din acidul retinoic şi care sunt intermediari reactivi ai proccsului dc 
fotoizomerizare. 

în vederea diminuării reacţiei de fotosensibilizare a pielii, finnele 
producătoare de preparate dermatologice şi cosmetice deseori adaugă substanţe 
de protecţie. Experienţa arată că unele substanţe eficiente în acest scop sunt şi 
captatoare de radicali (hidrochinonă, 5(6)-metil-benzotriazol etc.) Se postulezâ 
următoarea imagine a fenomenului de fotosensibilizare acidul trans-refmoic 
absoarbe radiaţia solară (policromatică) fiind excitat la una du» stănle staţionare 
de tip singlet (S*). Prin procese de tipul "intersystem crossmg" (IC) moleculele 
trec într-o stare excitată triplet ( ! • ) , purtătoare a caracterului biradicalic. 
Tranziţia din această stare tnplet în starea fundamentală de tip singlet (S) este 
teoretic interzisă; ea totuşi are loc datorită faptului că în timpul vibraţie, 
moleculei regulile de selecţie sunt încălcate Probabilitatea tranziţiei tripict-
singlet este însă redusă, motiv pentru care există premizele unui timp de viaţă 
relativ lung al stării triplet, suficient pentru a se putea manifesta ca o spec.e 
chimică reactivă. Dacă această ipoteză este corectă, atunc. este de aşteptat ca 

116 

BUPT



- din calcule cuantochimice, efectuate asupra moleculei de AR, să rezulte 
existenţa unei stări staţionare excitate de tip singlet (S*), accesibil în 
domeniul spectral ultraviolet apropiat sau vizibil; 

- modelarea cuantochimică să evidenţieze cel puţin o stare staţionară de tip 
triplet (T*) cu energie mai joasă decât starea excitată de tip singlet de la 
precizarea precedentă; 

- prin iradierea soluţiilor AR cu o radiaţie apropiată de cea corespunzătoare 
tranziţiei electronice de la starea fundamentală la prima stare excitată smglet 
(S*), să aibă loc fototransformarea AR; 

- fototransformarea AR să fie modificată prin adăugarea în sistem a 
captatoarelor de radicali liberi (este de aşteptat fie modificarea numai a 
vitezei de formare a produşilor de reacţie, fie modificarea atât a vitezei de 
formare a produşilor de reacţie cât şi a substanţei de pornire - acidul trans 
retinoic). 

Diferite fototransformări ale AR au fost semnalate şi in literatura de 
specialitate. Ottolenghi' în studii efectuate asupra fototransformării acidului 
retinoic discută posibilitatea procesului "intersystem crossing" şi formulează 
ipoteza conform căreia acidul trans-retinoic este fotoconvertit în alţi 
stereoizomeri printr-o stare triplet a sistemului electionic TI. Ipoteza pare 
plauzibilă având în vedere faptul că în starea tnplet conjugarea n este întreruptă, 
iar structura electronică permite rotaţia unei jumătăţi a moleculei faţă de cealaltă 
jumătate, cu condiţia ca starea triplet să aibă viaţă suficient de lungă 

Lo^ et al. într-un studiu efectuat prin iradierea acidului retinoic all-trans au 
obţinut formarea ca intermediar primar ai fototransformării acidului retinoic 
cantităţi mici, dar semnificative a stării triplet a sistemului electronic tt a 

substanţei cercetate. 
în prezentul studiu au fost urmărite tiei aspecte diferite în prima fază a 

studiului a fost urmărită în timp transfonnarea acidului retinoic all-trans. 
Modificarea chimică a sistemului a fost unnărită pnn cinaliză cantitativă HPLC 
în cea de a doua fază a studiului soluţia izomerului 13-cis al AR a fost iradiată în 
condiţii identice cu cele de Ia prima fază. Din compararea modificărilor 
cromatogramelor rezultă că la iradierea izomerului all-trans produsul dominant 
de reacţie nu este izomerul 13-cis iar Ia iradierea izomerului Ll-cis acesta se 
fotodeg^adează în produşi care nu apar în cromatogramă la lungimea de undă la 
care a fost acordat detectorul. în cea de a treia fază a fost unnăntă cinetica 
fototransfonnării AR all-trans în prezenţa unor captatori de radicali liber. In 
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concordanţă cu cele aşteptate, s-a observat faptul că în prezenţa captatorilor de 
radicali liberi viteza formării izomerilor noi se micşorează 

3.2 Reactivi, dispozitive, aparatură utilizate 

Izomerii all-trans şi 13-cis ai acidului retinoic, utilizaţi drept materii pnme 
în studiile fotochimice, de puritate p a., au fost obţinuţi de la firma Hoffmann La 
Roche. Captatorul de radicali 5(6)-metil-benzotriazol, de puritate p a., a provenit 
de la firma Serva. Aceste substanţe au fost utilizate fără purificări prealabile 
Dimetilsulfoxidul utilizat drept solvent, de puritate analitică, produs al firmei 
Loba Chemie, a fost distilat înainte de utilizare. Metanolul absolut şi acidul 
oxalic, componente ale fazei mobile în HPLC, au fost de puritate p a. 

Iradierea soluţiilor de AR all-trans şi AR 13-cis a fost realizată cu o lampă 
de tipul LUV a firmei Luxten Lighting. Puterea lămpii a fost de 6 W Emisia 
lămpii a fost limitată la domeniul spectral 340 - 410 nm. 

Cromatogramele au fost efectuate cu un ansamblu HPLC al firmei .^bl 
Jasco. Coloana cromatografică cu faza inversă a fost de tipul NUCLEOSIL 4 
mm X 20 cm. Efluentul a fost monitorizat prin măsurarea absorbţiei optice cu un 
detector acordat la lungimea de undă 380 nm (lampă de deuteriu) Debitul fazei 
mobile a fost de 1 ml/min. Din fiecare probă s-a injectat în coloană volumul de 
20 |il. Eluarea componentelor a fost realizată în regim izocratic cu unnătoarea 
compoziţie: soluţie apoasă 0,2 M de acid oxalic : metanol anhidru in raport 1 7 
(v/v). Acidul oxalic din amestec are rolul de a diminua disocierea grupării 
carboxil a AR, pentru a elimina apariţia speciilor deprotonate. fapt carc ar 
complica cromatogramele şi ar acţiona în sensul lărgirii "peak"-unloi 

cromatografice. 

3.3 Metoda de lucru 

în prima etapă a experienţelor, AR total trans a fost iradiat în soluţie de 
dimetilsulfoxid (DMSO) fără adaos de captator de radical liber 

Soluţia în dimetilsulfoxid (DMSO) a AR all-trans. supusă fototr.insformăm, 
a fost de Concentraţia 0,24 mg/ml. Un volum de 15 ml soluţie, introdus intr-un 
vas Petri cu diametrul de 7 cm, a fost iradiat cu o lampă cu emisie în domeniul 
spectral 340 - 410 mn, cu putere consumată de 6 W Ansamblul lampă vas Petn 
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a fost închis într-o cutie pentru a feri proba de radiaţiile necontiolabile din mediu. 
Temperatura în incinta închisă a fost controlată şi menţinută la 25 T . Iradierea a 
fost efectuată intermitent în doze de câte 5 minute, iar după fiecare perioadă de 
iradiere a fost prelevată câte o probă de 0,5 ml. Intei-valele de alimentare a lămpii 
au fost asigurate de un releu electronic comandat de oscilator cu cuarţ, unitate 
care a permis controlul intervalelor de timp cu precizia de 0,01 secunde Din 
probele prelevate au fost injectate câte 20 |al în coloana cromatograficâ 
Demlarea procesului de separare cromatograficâ a fost realizată în regim 
izocratic în condiţiile menţionate mai sus. 

In cea de a doua etapă a experienţei AR 13-cis a fost supus iradierii în 
condiţii similare. Concentraţia analitică a AR 13-cis în DMSO a fost 0,24 mg/ml. 
Condiţiile de iradiere, de prelevare a probelor şi de derulare a separării 
cromatografice au fost identice cu cele prezentate la AR all-trans. 

în etapa a treia a experimentului iradierea AR total trans şi a izomerului 13-
cis a fost realizată în condiţii identice cu cele de la fazele anterioare, cu 
deosebirea că în sistem au fost adăugate cantităţi variate de captator de radicali 
(5(6)-metil-benzotriazol). înregistrarea cromatogramelor a fost executată în 
condiţiile prezentate mai sus. 

3.4 Rezultate şi discuţii 

(I) Fototransformarea AR ail-trans 

Figura 3.1 şi 3.2 reprezintă câteva cromatograme suprapuse ale probelor 
prelevate de AR all-trans în timpul procesului de iradiere. Teak"-ul notat cu (11) 
corespunde AR all-trans iar "peak"-ul (I) corespunde celui descris în literatură\ 
Pe baza datelor din literatura de specialitate" obţinute în condiţii similare de 
separare cromatograficâ cu cele din lucrarea prezentă, "peak"-ul (l) a fost atribuit 
izomerului 11-cis. Natura "peak"-ului (111) nu a fost stabilită, dar probabil este de 
asemenea un stereoizomer al AR, altul decât 13-cis şi 9-cis 

"Peak"-ul mic între (I) şi (H) se datorează unei impurităţi a materiei prime 
Acest "peak" apare şi în cromatogramele izomerului 13-cis şi mărimea lui nu este 
afectată de iradiere, deci este plauzibilă presupunerea că se datorează unei 

substante diferite de izomerii AR. 

119 

BUPT



/V 

In timpul iradierii înălţimea "peak"-ului (I) creşte iar cea a "peak"-urilor (II) 
Şl (III) scade. Se pare că în timpul iradierii izomerul all-trans al AR este 
transformat (cel puţin parţial) în izomerul 11-cis. Este posibil ca acest proces sâ 
fie reversibil conducând la o stare finală de echiibru. Transformarea izomerului 
all-trans în izomerul 11-cis este acompaniată de procesul prin care o parte a 
izomerului all-trans se transformă în produsul neidentificat, materializat prin 
"peak"-ul (III), deci imaginea globală nu corespunde unei fotoizomerizări simple, 
finalizate printr-o stare de echilibru, aşa cum este sugerat în lucrarea semnată de 
Cahnmann^. Ideea fotoizomerizării reversibile de la izomerul all-trans la 
izomerul 11-cis este sprijinită de observaţile Iui Ferguson şi Johnson'. Autorii 
citaţi au constatat că procesul invers, anume fotoizomerizarea pommd de la 
izomerul 11-cis şi evoluând spre izomerul all-trans este posibil. Lô  et al., 
precum şi Ferguson şi Johnson'^ susţin ipoteza confonn căreia transformarea unui 
izomer în altul are loc prin intermediul unei stări triplet, ipoteză susţinută şi în 
prezenta lucrare. 

Tabelul 3.1 conţine ariile mărginite de "peak"-urile cromatografice 
(exprimate în unităţi de măsură relative, definite la fel pentru toate 
cromatogramele, pentru a putea fi comparate) şi logaritmul (in baza naturală) 
acestor arii. 

Drept indicator al vitezei relative de transformare/formare a unei specii 
chimice, a fost adoptată panta porţiunii cvasidrepte a graficelor obţinute la 
reprezentarea logaritmului (calculat în baza naturală) ariei mărginite de "peak"-ul 
corespunzător speciei chimice în cauză, în funcţie de timpul de iradiere lexprimat 
în minute). Figurile 3.3, 3.4 şi 3.5 reprezintă dependenţa anilor "peak"-unlor (I), 
(II) şi (III) respectiv de timpul de iradiere, iar figurile 3.6, 3.7 şi 3.8 redau 
dependenţa logaritmului (în baza naturală) "peak"-urilor de timpul de iradiere. Se 
observă în figurile 3.6, 3.7 şi 3.8 faptul că in penoada de început a 
transformărilor (deci la conversie mică) dependenţa reprezentată este practic 
liniară, fapt care este în corcordanţă cu imaginea de cinetică de gradul I în rapoii 
cu substanta în cauză, cel puţin la începutul transfonnăru 

(II) Fototransformarea AR 13-cis 

Figura 3.9 reprezintă câteva cromatograme suprapuse. înregistrate după 
intervale de timp crescătoare de iradiere, în condiţii identice de lucru cu cele de 
la iradierea AR all-trans. La îmegistrarea cromatogramelor au fost respectate 
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aceleaşi condiţii ca la AR all-trans. Soluţia dimetilsuifoxidică a AR 13-cis a avut 
concentraţia 0,24 mg/ml (identică cu cea a AR all-trans din experienţa 
anterioară). Iradierea soluţiei a fost realizată în incremente de 5 minute, perioada 
maximă de iradiere fiind 65 minute. 

Cromatogramele prezintă trei "peak"-uri demne de atenţie, notate cu (IV), 
(V) şi (VI) în figura 3.9. "Peak"-ul (IV) corespunde evident materiei prime (AR 
13-cis), iar "peak"-ul (VI) pare să corespundă - conform timpului de retenţie -
izomerului all-trans. "Peak"-ul (IV) prezintă tendinţă de scădere monotonă iar 
"peak"-ul (VI) creşte, slab dar monoton, în timpul iradierii. "Peak"-ul (V) din 
cromatograma AR 13-cis corespunde ca poziţie cu "peak"-ul neidentificat care 
apare în cromatograma AR all-tians, între "peak"-urile (1) şi (II), Acest "peak", 
atât în cromatograma AR all-trans, cât şi în cromatograma AR 13-cis, nu este 
afectat de iradiere, la dozele de iradiere utilizate. Este posibil ca acest "peak" să 
corespundă unei impurităţi, prezentă atât în AR all-trans, cât şi în AR 13-cis, 
livrate de la aceeaşi firmă producătoare. Aceste date şi interpretări referitoare la 
corespondenţa chimică a "peak"-urilor cromatografice contrazic concluziile lui 
Ferguson şi Johnson^*, conform cărora izomerul 13-cis al AR se poate 
fotoizomeriza uşor în AR all-trans. Cromatogramele din figura 3 .9 indică această 
transformare dar viteza ei, în comparaţie cu cea a consumului izomerului 13-cis, 
este mică. 

în concluzie, datele obţinute până la această fază a investigaţiilor indică 
fototransformarea izomerului all-trans în izomerul 11-cis (I) şi într-un alt izomer 
neidentificat în cadrul acestei lucrări (III), Iradierea izomemlm 13-cis 
declanşează fototransformarea acestui izomer, dar majoritatea materiei prime se 
transformă în produşi care nu se manifestă în cromatogramă la lungimea de undă 
la care s-a monitorizat efluentul şi numai cu o conversie mică se transfonnă in 
izomerul all-trans. Figurile 3.10 şi 3.11 şi tabelul 3.2 redau dependenţa de timpul 
de iradiere a ariilor mărginite şi respectiv a logarimului (natiu^al) al ariilor 
"peak"-ului (IV). 
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Tabelul 3.1 

Timp 
iradiere 
(min) 

Arie 
"peak" 

(I) 

Arie 
"peak" 

(II) 

Arie 
"peak" 
(III) 

In (arie I) In (arie II) In (arie 111) 
i 

0 7506 503912 115830 8,923458 13,130157 11,659879 
5 49791 418503 88312 10,815590 12,944439 11,388631] 

10 77440 331570 72148 11,257259 12,711594 n 1,186475 
15 100804 318608 55469 11,520933 12,671717 10,923580 
20 114187 239580 36236 11,645593 12,386643 10,497808 
25 128020 221194 35174 11,759942 12,306795 10,468062 
30 133997 188590 30088 11,805573 12,147331 10,311882 
35 140732 172479 26263 11,854613 12,058031 10,175916 
40 144515 155711 23049 11,881139 11,955757 10,045378 ' 
45 152491 147449 21707 11,934861 11,901238 9,985390 
50 151601 136960 20542 11,929007 11,827444 9,930227 
55 155254 131565 18584 11.952818 11,787256 9,830056 
60 152354 126688 18253 11.933962 11,749483 9,812085 
65 152094 122513 17307 11.932254 11,715972 9,758866 

Tabelul 3.2 

Timp iradiere 
(min) 

Arie "peak" 
(IV) 

In (arie IV) 

0 521102 13,163701 
5 432207 12,976660 

10 378152 12,843051 
15 321572 12,680977 
20 277546 12,5l3742 
25 236778 12,374878 
30 211112 12,260144 
35 200336 12,207751 
40 192344 12,167041 
45 181786 j 12,110585 
50 180636 12,104239 
55 177439 1 12,086382 
60 173494 12,063898 
65 170742 12,047909 
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(III) Fototransformarea AR all-trans în prezenţa 5(6)-metil 
benzotriazolului 

A 

In continuare au fost repetate experienţele de la faza (1) vizând 
fototransformarea acidului retinoic all-trans, în condiţii identice de iradiere şi 
separare cromatografică, dar în prezenţa 5(6)-metil-benzotriazolului, compus cu 
caracter captator de radicali. Măsurătorile au fost efectuate cu diferite 
concentraţii de 5(6)-metil-benzotriazol. Rezultatele prezentate în continuare sunt 
cele obţinute cu concentraţia de 2,5 mg/ml a captatorului de radical. 

Figurile 3.12 şi 3.13, prezintă curbele cinetice de fototransformare a AR all-
trans în prezenţa captatorului de radicali (dependenţa logaritmului în baza 
naturală a ariilor mărginite de "peak"-urile (1) şi (II) în funcţie de timp). întrucât 
nu s-a putut susţine nici o ipoteză privind identitatea "peak"-ului (III), în această 
fază a experienţei acest "peak" nu a constituit obiectul studiilor şi discuţiilor. 
Tabelul 3.3 conţine valorile numerice ale ariilor şi logaritmul (în baza naturală) 
acestora, determinate în timpul iradierii. 

Se constată că în cazul de faţă panta de început, obţinută pentru "peak"-ul 
(I), este mai mică, iar panta "peak"-ului (II) este mai negativă decât pantele 
obţinute în absenţa captatorului de radicali. Cu alte cuvinte, izomerul all-trans se 
consumă mai repede, iar izomerul 11-cis se formează mai încet decât în faza (l) a 
experienţei. 

lahcliil 3.3 

1 Timp 
iradiere 
(min) 

Arie 
"peak" 

(I) 

Arie 
"peak" 

(II) 
0 7510 ! 503784 i 

5 11735 p398558 i 

10 16317 3'b2722 
15 25845 235806 
20 37040 196771 L-
25 53635 171220 
30 68874 150050 
35 91962 131229^ 
40 114695 122956 i 

i — 

45 125497 120103 j 
50 134169 119884^ 
55 134471 1175511 
60 134756 114663 r" " 
65 134985 113127 1 

In (arie 1) ! In (arie 11) 

8,923991 
"9;369989 
9,699963 

10J59872 
10,519754 
10,889957 
11.140034 
11,42913! 
ir,650032 
n,740036 
fi78068^5 

^ 117809 r04\ . , 
[1,811221 
l r,8129l9 

13,129903 
1^895608 I 
[27620570] 
12,370765 
12,189798 
172",050705 
117918724 
Yi, 784 699 
Y 1,719582 
11,696105^ 
11,694280 
lY,674628 
11649753 
Yl.636266 
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(IV) Fototransformarea AR 13-cis în prezenţa 5(6)-metil 
benzotriazolului 

Fototransformarea AR 13-cis a fost repetată în condiţiile descrise la partea 
(II), cu deosebirea că acum soluţia dimetilsulfoxidică a izomerului 13-cis a! AR a 
conţinut şi 5(6)-metil-benzotria2ol la concentraţia de 2,5 mg,/ml. Pnn diminuarea 
ariei mărginite de "peak"-ul (IV) s-a urmărit fototransformarea izomerului 13-cis 
al AR. Valorile numerice ale ariilor mărginite de "peak"-ul nr (IV), împreună cu 
logaritmul natural al acestora, sunt redate în Tabelul 3.4. Forma grafică a 
dependenţei logaritmului ariilor de timpul de iradiere se vede în figura 3 14. Ca şi 
în faza (II) a studiilor, drept indicator de viteză la conversii mici s-a adoptat panta 
porţiunii de început, cvasiliniară, a graficului. 

în comparaţie cu fototransformarea AR 13-cis în absenţa captatorului de 
radical liber, se constată că prezenţa captatorului măreşte viteza de consumare 
din sistem a acestui izomer. Din acest punct de vedere "peak"-ul nr. (IV) se 
comportă asemănător cu "peak"-ul nr. (II) ("peak" al AR all-trans). 

Aceste constatări sprijină ipoteza conform căreia izomerii all-trans şi 13-cis 
la iradiere suferă reacţii de izomerizare şi de degradare, prin intermediul unor 
specii moleculare în care electronii au multiplicitate de spin 3 (stare triplet). 

Tabel 3.4 

Timp 
iradiere 
(min) 

Arie 
"peak" 
(IV) 

In (arie IV) 

0 521047 13,163595 
5 387314 12.866991 

10 278725 12.537981 
15 1 233286 12.360020 
20 202802 12.219985 
25 187025 " 12.118998 
30 174384 T2y0690i5' 
35 167042 ' r2.02600r 
40 160011 11.982998 
45 155751 11.956014 
50 ^ 5 l 0 4 4 i 1.945000 
55 152510 r 11.934985 

• 
60 146825 ! 11896997 
65 144343 1' 11.879948" i- - - ' ; 
65 L 144343 i 11.879948 
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Pe baza rezultatelor obţinute, transformările se pot interpreta după cum 
urmează (Figma 3.15). 

La iradierea AR all-trans, acesta trece dm starea fundamentală (.S:) în starea 

excitată cu caracter singlet S* Printr-un proces "intersystem crossing" (IC). în 
urma unei tranziţii neradiative, molecula AR all-trans trece în starea excitată 

triplet T2. Din această stare sistemul poate reveni în starea fundamentală 
originală S2. Probabilitatea acestei tranziţii este mică, având în vedere faptul că 
tranziţiile triplet-singlet teoretic sunt interzise. Datorită vibraţiei scheletului 
molecular însă, aceste tranziţii totuşi sunt posibile dar cu probabilitate redusă. 
Probabilitatea redusă a tranziţiei triplet-singlet este cauza timpului de viaţă 
relativ lung al stărilor triplet în comparaţie cu stările singlet. Tranziţia (singlet 

excitat) - (triplet excitat) (S2 - T2) este posibilă dacă energia stării tiiplet este mai 
mică decât energia stării excitate singlet. în cazul moleculelor AR se poate 
dovedi, prin calcule de chimie cuantică, faptul că între starea fundamentală şi 
prima stare excitată singlet există patru stări excitate triplet, toate cu energie mai 

mică decât energia primei stări excitate singlet, S* Starea T*, cu viaţa relativ 
lungă, se mai poate transforma în alţi produşi. Pe de o parte se poate fotodegrada 
în fragmente mai mici, nedetectabile prin HPLC în condiţiile de lucru adoptate, 
pe de altă parte se poate transforma în alţi stereoizomeri prin migrarea 
electronilor neîmperecheaţi de-a lungul catenei. Datorită vieţii relativ lungi a 
stării triplet şi faptului că în aceste stări între doi atomi de carbon legătura k este 
desfăcută, în timpul existenţei stării triplet o parte a moleculei se poate roti faţă 
de cealaltă parte a moleculei, iar după revenire în starea fundamentală singlet şi 
refacerea legăturii % între atomii de carbon în cauză, molecula poate să apară în 
forma unui alt stereoizomer. Acest proces de migrare a caracterului radicalic 
(MR în Figura 3.15) şi modul în care molecula se poate transforma dinn-un 
stereoizomer în altul, este ilustrat în Figura 3.16. 

Speciile prezentate cu indicele 1, 3 şi 4 în Figura 3.15 se referă la alţi 
izomeri ai AR decât cel all-trans. Figura 3.15 ilustrează modul în care, pnn 
procesul reversibil notat cu MR, starea triplet a AR all-trans se poate transforma 
în starea triplet a AR 11-cis Această stare triplet din urmă se poate apoi 
transforma, tot prin proces de tipul MR, în alţi izomen sau se poate dezexcita în 
starea fundamentală a AR 11-cis, S,. Acest proces explică de ce se diminuează 
"peak"-ul AR all-trans ("peak" nr. II) şi aria izomerului (sau produsului de altă 
natură) asociat cu "peak"-ul nr. III şi de ce creşte ana "peak--ului AR ll-cis 
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("peak" nr. I). Prin raţionament similar se poate explica consumarea AR 13-cis la 
iradiere, numai că în acest caz probabil domină procesul de degradare spre alţi 
produşi al AR 13-cis şi nu procesul de transformare a acestuia, prin MR, în alţi 
stereoizomeri detectabili în condiţiile de lucru HPLC. 

Schema de reacţii din Figura 3.15 mai explică şi alte constatări La 
adăugare în sistem a unui captator de radicali (sau de biradicali) liben acesta 
acţionează asupra speciilor T* de viaţă relativ lungă şi accelerează transformarea 
lor în alţi produşi. In consecinţă, formarea stereoizomerului nou prin proces de 
tip MR este încetinită, deci în curba cinetică de formare a acestui produs panta 
dreptei, potrivită la partea de început a curbei, este mai mică decât panta obţinută 
în cazul experienţei corespunzătoare dar f ^ ă captator de radical în sistem. 

Mai interesant însă este problema vitezei de consum a matenei pnme în 
prezenţa captatorului. Viteza de "dispariţie" a materiei pnme este mărită de 
prezenţa captatorului (fapt atestat de mărirea valorii absolute a pantei porţiunii de 
început a curbei cinetice) cu toate că din caracterul ireversibil al tranformării S*-
T* ar trebui ca asupra vitezei de "dispariţie" a matenei prime prezenţa 
captatorului să nu aibă nici un efect semnificativ. Totuşi, datorită procesului 
posibil T*-S, starea triplet poate reveni în starea fundamentală a structurii 
iniţiale. Dacă însă captatorul consumă starea triplet, se diminuează posibilitatea 
de revenire a acesteia în starea fundamentală a izomerului iniţial, deci global 
materia primă se consumă mai repede decât în experienţa fără captator. 

Prezentul studiu şi-a propus să clarifice câteva aspecte ale fototransfonnăni 
acidului retinoic, fără pretenţia de a rezolva complet toate detaliile problemei. în 
cercetările care urmează, se impune studiul sistemului cu metode specifice 
radicalilor liberi (de exemplu studii RES cu captarea stărilor triplet) 

(V) Studiul stărilor staţionare şi a tranziţiilor electronice cu metodele 
chimiei cuantice*^ 

Pentru a argumenta faptul că după excitarea sistemului electronic al 
moleculelor AR din starea fundamentală în prima stare excitată singlct. sistemul 
poate să coboare intr-o stare staţionară triplet, s-a executat modelarea sistemului 
electronic cu metodele chimiei cuantice. Rezultatele atestă faptul că stările tnplet 
excitate, cu energii mai joase decât cea a primei stări singlet excitate, există şi că 
iradierea AR cu radiaţia din domeniul spectral amintit poate declanşa excitarea 
sistemului electronic în prima stare singlet. Probabilitatea tranziţiei din starea 
ftmdamentală în prima stare singlet excitată este însemnată având în vedere 
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valoarea mare (1,4949) a tăriei de oscilator calculată pentru această tranziţie. 
Lungimea de undă a radiaţiei care corespunde acestei tranziţii (349,7 nm) este 
inclusă în domeniul spectral de emisie a sursei de radiaţii care a fost utilizată 
(340-410 nm). 

Calculele de chimie cuantică au fost executate cu programul HyperChem 
versiunea 5.1. Pentru optimizarea geometriei moleculare a fost utilizată metoda 
AMl iar pentru calculul avansat al energiei termenilor spectrali a fost folosită 
parametrizarea PM3 cu interacţia configuraţională incluzând 6 orbitali moleculari 
ocupaţi şi 6 orbitali moleculari neocupaţi de electroni (deci 72 de combinaţii de 
orbitali moleculari). 

în Figura 3.17 este redată numerotarea atomilor în molecula AR, folosită în 
calculele PM3, precum şi modelul Stuart - Brigleb al geometriei optimizate a 
moleculei de AR all-trans. 
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Acid retinoic all-trans 

Optimizare de geometrie moleculară :MM+ ; Metodă semiempirică cu 

^ ^ . parametrizare AMI 
Tratarea geometriei optimizate ("Single point"): RHF cu parametrizare 

PM3 ; Interacţie configuraţională: 6 orbitali ocupaţi / 6 orbitali 
neocupaţi; Numărul total de orbitali; 116 

Starea fundamentală: Singlet, dipolul stării: 3,2086 D 
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34 60963,2 s 164,0 7,5507 0,0546 
35 62233,9 T 160,7 21,0696 0 
36 62742,3 S 159,4 21,8877 0,0052 
37 63941,9 T 156,4 16,0768 0 
38 64212,1 T 155,7 26,3630 1 0 
39 64511,9 S 155,0 30,6164 1 0,0175 
40 65390,4 s 152,9 9,9881 i 0,0032 
41 65544,0 T 152,6 2,9116 r 0 
42 66617,6 S 150,1 16,2943 0,0310 
43 69068,2 T 144,8 28,9081 1 0 
44 69703,1 S 143,5 28,6854 " 0,0010 
45 69877,8 T 143,1 27,3615 0 
46 70190,9 S 142,5 20,1845 7 0,0095 
47 72775,0 T 138,8 , 27,7750 0 ~' 
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Primii cinci termeni spectrali ai tabelului de mai sus (un termen singlet şi 
patru tripleţi) au relevanţă, în sensul că tranziţia de !a starea fundamentală la 
termenul spectral singlet nr. 5 se poate realiza ţinând cont de domeniul spectial al 
sursei de radiaţie utilizată (340 - 410 nm), iar tennemi spectiali tripleţi (m- I - 4 
în tabelul de mai sus) sunt cei la care sistemul poate ajunge din starea singlet 
excitată şi care au timp de viaţă suficient de lung pentru a produce izomerizări 
prin migrarea caractemlui radicalic, pentiu a se manifesta ca specie chimică 
reactivă şi pentru a interacţiona cu captatonil de radicali 

în continuare sunt redate câteva rezultate referitoare la unele proprietăţi 
fizico-chimice ale moleculelor calculate cu metoda semiempirică PM3: 

- valorile proprii ale hamiltonianului electronic al moleculei; 
- popularea (Mulliken) electronică a orbitalilor atomici; 
- sarcinile electrice şi coordonatele atomilor din structura moleculei; 
- dipohnomentul molecular calculat; 
- căldura de formare calculată. 

Valori proprii ale configuraţiei de referinţă(eV) 

s i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

1 A 
- 4 2 . 700233 

2 A 
- 4 0 . 3 5 4 8 3 b 

3 A 
- 3 8 , .950J19 

4 A 
-36. 7 9 ̂  01 

5 A 
• 35.1o^o:W 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

6 A 
- 3 5 . 007923 

7 A 
- 3 3 . 4 5 4 3 5 0 

e A 
-

A 
•'2b. 7 5 a i e j 

i.O A 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

11 A 
- 2 7 . 405619 

12 A 
- 2 6 . 8 3 3 6 7 2 

13 A 
- 2 5 . ,82668-? 

14 A 
- 2 5 . 577070 

A 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

16 A 
- 2 1 . 890081 

17 A 
- 2 0 . 6 0 3 4 7 4 

18 A 
>20. 031S99 

19 A 
'19 . 1918JO 

A 
- ifj : ? 

S i m e t r i a : 21 A 22 A A A A 
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V a l . p r o p r i e : - 1 8 . 4 1 9 2 0 5 - 1 8 . 1 3 0 5 8 7 - 1 7 . 5 2 3 7 3 3 - 1 7 . 1 3 9 3 9 1 - 1 6 . 8 1 7 3 6 9 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

26 A 
- 1 6 . 5 0 1 3 3 1 

31 A 
- 1 5 . 1 0 7 9 4 4 

36 A 
- 1 4 . 3 9 1 1 4 1 

41 A 
- 1 3 . 5 2 8 7 9 5 

46 A 
- 1 2 . 8 1 5 5 9 5 

51 A 
- 1 2 . 1 8 6 7 0 8 

56 A 
- 1 1 . 1 5 2 6 5 6 

61 A 
- 1 . 0 5 5 6 3 8 

66 A 
2 . 1 5 8 1 0 0 

71 A 
3 . 1 1 8 6 2 0 

76 A 
3 . 5 7 2 1 2 3 

81 A 
3 . 8 1 6 3 1 0 

86 A 
4 . 1 2 1 6 2 8 

91 A 
4 . 2 5 9 2 1 2 

96 A 
4 . 4 2 7 9 8 3 

27 A 
- 1 6 . 2 2 9 3 0 3 

32 A 
- 1 5 . 0 5 1 6 4 6 

37 A 
- 1 4 . 2 3 6 3 3 7 

42 A 
- 1 3 . 3 6 2 4 6 9 

47 A 
- 1 2 . 7 2 8 2 1 4 

52 A 
- 1 1 . 9 8 0 4 6 2 

57 A 
- 1 1 . 1 1 3 5 7 7 

62 A 
0 . 0 9 8 6 5 0 

67 A 
2 . 2 9 1 0 2 0 

72 A 
3 . 3 2 1 9 0 8 

77 A 
3 . 6 2 6 2 2 1 

82 A 
3 . 9 3 8 5 4 3 

87 A 
4 . 1 5 6 1 9 4 

92 A 
4 . 3 0 4 8 5 8 

97 A 
4 . 4 6 0 0 8 1 

28 A 
- 1 5 . 9 6 9 7 1 4 

33 A 
- 1 4 . 8 0 0 3 5 4 

38 A 
- 1 4 . 1 4 5 9 9 9 

43 A 
- 1 3 . 2 7 6 4 2 1 

48 A 
- 1 2 . 5 6 7 2 2 4 

53 A 
- 1 1 . 9 5 8 0 1 3 

58 A 
- 1 0 . 2 2 2 7 4 1 

63 A 
0 . 8 1 6 3 3 8 

68 A 
2 . 7 7 8 5 8 8 

73 A 
3 . 4 1 5 3 6 4 

78 A 
3 . 6 3 4 9 5 1 

83 A 
4 . 0 2 3 1 2 4 

88 A 
4 . 2 2 5 0 4 3 

93 A 
4 . 3 6 4 4 1 0 

98 A 
4 . 4 9 5 9 1 8 

29 A 
- 1 5 . 6 9 3 3 8 6 

34 A 
- 1 4 . 7 0 7 4 8 8 

39 A 
- 1 4 . 0 6 2 5 9 1 

44 A 
- 1 3 . 0 8 3 7 0 8 

49 A 
- 1 2 . 5 2 3 1 5 3 

54 A 
- 1 1 . 6 0 4 8 1 5 

59 A 
- 9 . 4 4 0 4 0 3 

64 A 
1 . 3 5 4 3 6 0 

69 A 
2 . 9 8 1 9 0 3 

74 A 
3 . 4 2 4 8 8 5 

79 A 
3 . 6 6 6 3 0 7 

84 A 
4 . 0 6 2 2 0 2 

89 A 
4 . 2 3 2 3 0 6 

94 A 
4 . 4 0 6 5 6 6 

99 A 
4 , 5 1 8 5 8 7 

101 A 102 A 103 A 104 A 
4 . 6 5 9 4 4 2 4 . 7 0 9 6 2 1 4 . 8 0 6 2 6 5 4 . 9 1 3 5 4 8 

106 A 107 A 108 A 109 A 
5 . 0 7 0 4 6 5 5 . 1 4 4 9 9 5 5 . 1 5 8 7 8 2 5 . 2 9 9 4 5 2 

111 A 112 A 113 A 114 A 
5 . 5 9 0 7 0 3 5 . 7 7 6 6 5 6 5 . 8 9 0 8 2 2 5 .94686f . 

116 A 
7 . 2 5 3 1 6 0 

Popularea electronică a orbitalilor atomici 

30 A 
- 1 5 . 6 3 7 7 1 1 

35 A 
- 1 4 . 6 6 9 3 9 6 

40 A 
- 1 3 . 6 4 9 8 6 4 

45 A 
- 1 2 . 9 7 7 3 2 6 

50 A 
- 1 2 . 2 8 1 0 8 7 

55 A 
- 1 1 . 3 9 3 1 2 4 

60 A 
- 8 . 6 2 5 8 0 1 

65 A 
1 . 9 6 8 3 2 3 

70 A 
3 . 0 6 9 1 0 7 

75 A 
3 . 4 2 8 7 7 5 

80 A 
3 . 7 1 9 0 8 5 

85 A 
4 . 0 8 8 0 5 4 

90 A 
4 . 2 3 9 3 9 7 

95 A 
4 . 4 1 0 1 9 5 

100 A 
4 . 5 7 8 4 0 8 

105 A 
4 . 9 5 1 4 1 2 

110 A 
5 . 5 7 4 4 1 9 

115 A 
6 . 122207 

AO: 

AO: 

I S C 
1 . 1 7 3 5 5 8 

2 Px C 
0 . 9 7 1 9 7 9 

1 Px C 
0 . 9 2 2 8 8 1 

2 Py C 
0 . 9 4 6 0 5 3 

1 Py C 
0 . 9 4 7 4 0 4 

2 Pz C 
1 , 0 1 6 9 0 3 

1 Pz C 
0 . 9 4 5 5 5 3 

3 S C 
1 . 1 6 0 4 4 9 

2 S C 
1 .165254 

3 Px C 
0 . 9 5 5 1 5 5 
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AO: 3 Py c 3 Pz C 4 S C 4 Px C 4 Py C 
0 . 9 9 2 1 4 8 0 . 9 9 7 6 7 0 1 . 1 4 7 7 1 6 0 . 982252 0 .930332 

AO: 4 Pz C 5 S C 5 Px C 5 Py C 5 Pz C 
0 . 9 9 4 6 6 8 1 .194614 0 . 953307 0 . 9 5 4 2 2 0 0 . 995732 

AO: 6 S C 6 Px C 6 Py C 6 Pz C 7 S C 
1, . 1 8 5 0 2 2 0 . 9 5 8 0 9 1 0 . 9 3 1 3 4 9 1 . 0 2 4 0 3 3 1 . 1 4 5 2 7 8 

AO: 7 Px C 7 Py C 7 Pz C 8 S C 8 Px C 
0, . 964432 1, . 000975 1 . 0 0 4 0 1 0 1 .147688 1 .014364 

AO: 8 Py C 8 Pz C 9 S C 9 Px C 9 Py C 
1. . 0 1 1 4 3 0 0. . 946940 1 .127594 0 . 9 4 5 4 9 0 1 .013848 

AO: 9 Pz C 10 S C 10 Px C 10 Py C 10 Pz C 
0. . 9 9 6 1 5 9 1, . 179056 0 . 9 7 3 6 3 1 0, . 943707 0 . 971316 

AO: 11 S C 11 Px C n Py C 11 Pz C 12 S C 
1. , 182573 1. ,024468 0 . 938340 0. . 977893 1 .183964 

AO: 12 Px C 12 Py C 12 Pz C 13 S C 13 Px C 
0. .969894 0. ,938933 0 .950422 1, ,126343 1 .009133 

AO: 13 Py C 13 Pz C 14 S C 14 Px C 14 Py C 
0. .981194 0. .968061 1. , 182411 1. .032320 0 .953295 

AO: 14 Pz C 15 S C 15 Px C 15 Py C 15 Pz C 
0. ,965320 1. ,183600 0. . 963706 0, ,959441 0. ,967882 

AO: 16 S C 16 Px C 16 Py C 16 Pz C 17 S C 
1. ,186922 1. ,028794 0, .948076 0. ,975025 1, .182026 

AO: 17 Px C 17 Py C 17 Pz C 18 S C 18 Px C 
0 . ,898823 0. 939936 0. .939186 1. 184731 1. .101372 

AO: 18 Py C 18 Pz C 19 S C 19 Px C 19 Py C 
0 . 958329 0 . 971207 1. .165732 0. 727169 0. 878212 

AO: 19 Pz C 20 S 0 20 Px 0 20 Py 0 20 Pz 0 AO: 
0 . 804507 1. 868971 1. ,459397 1. 309782 1. 774294 

AO: 21 S 0 21 Px 0 21 Py 0 21 Pz 0 22 S C 
1 . 793943 1. 845549 1. 396018 1. 274083 1. 128564 

AO: 22 Px C 22 Py C 22 Pz C 23 S H 24 S H 
1 . 030559 0 . 973394 0 . 970740 0 . 775873 0 . 945715 

AO • 25 S H 26 S H 27 S H 28 S H 29 S H 
0 . 942548 0. 940131 0 . 947571 0 . 944231 0 . 943225 

zin • 30 S H 31 S H 32 S H 33 S H 34 S H 
0 . 954074 0 . 954958 0. 957828 0 . 957203 0 . 956711 

35 S H 36 S H 37 S H 38 S H 39 3 H AU • 
0 . 949440 0 . 952704 0 . 945635 0 . 954162 0 . 891109 

7V • 40 S H 41 S H 42 S H 43 S H 44 S H 
AO: 

0 . 891254 0 . 946539 0 . 946268 0 . 949412 0 . 892999 

45 S H 46 S H 47 S H 48 S H 49 S H 
AO: 

0. 883456 0 . 891421 0 . 872837 0. 928216 0 . 928253 

A O : 50 S H 
0 . 9 4 9 4 3 0 
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Sarcinile electrice şi coordonatele atomilor 
A t o m Z S a r c i n a 

1 6 0 . 0 1 0 6 0 5 - 0 . 3 7 3 9 1 
2 6 - 0 . 1 0 0 1 8 9 - 0 . 5 0 8 8 4 
3 6 - 0 . 1 0 5 4 2 2 0 . 7 6 7 0 9 
4 6 - 0 . 0 5 4 9 6 9 1 . 9 1 8 7 6 
5 6 - 0 . 0 9 7 8 7 4 1 . 9 5 6 3 4 
6 6 - 0 . 0 9 8 4 9 5 0 . 9 1 4 7 4 
7 6 - 0 . 1 1 4 6 9 5 - 1 . 5 8 3 0 7 
8 6 - 0 . 1 2 0 4 2 2 - 0 . 3 4 6 2 6 
9 6 - 0 . 0 8 3 0 9 1 3 . 2 4 6 2 4 

10 6 - 0 . 0 6 7 7 1 1 0 . 9 6 2 2 1 
1 1 6 - 0 . 1 2 3 2 7 4 1 . 0 4 1 6 5 
12 6 - 0 . 0 4 3 2 1 3 1 . 0 5 9 2 8 
1 3 6 - 0 . 0 8 4 7 3 1 0 . 7 6 5 4 2 
14 6 - 0 . 1 3 3 3 4 6 1 . 3 3 3 7 7 
1 5 6 - 0 . 0 7 4 6 3 0 1 . 3 6 8 2 4 
1 6 6 - 0 . 1 3 8 8 1 7 1 . 6 7 7 1 2 
17 6 0 . 0 4 0 0 3 0 1 . 7 1 6 6 5 
18 6 - 0 . 2 1 5 6 4 0 2 . 0 2 1 9 4 
19 6 0 . 4 2 4 3 8 0 2 . 1 0 4 6 6 
2 0 8 - 0 . 4 1 2 4 4 4 1 , 9 3 9 8 8 
2 1 8 - 0 . 3 0 9 5 9 3 2 . 4 1 9 5 8 
2 2 6 - 0 . 1 0 3 2 5 6 1 . 4 2 2 4 8 
2 3 0 . 2 2 4 1 2 7 2 . 4 5 5 1 3 
2 4 0 . 0 5 4 2 8 5 - 1 . 3 7 4 1 8 
2 5 0 . 0 5 7 4 5 2 - 0 . 7 2 9 2 8 
2 6 0 . 0 5 9 8 6 9 0 . 9 7 8 8 6 
27 0 . 0 5 2 4 2 9 0 . 6 4 7 4 3 
2 8 0 . 0 5 5 7 6 9 2 . 8 8 0 0 9 
2 9 0 . 0 5 6 7 7 5 1 . 8 5 0 1 1 
3 0 0 . 0 4 5 9 2 6 - 1 . 5 9 8 2 9 
3 1 0 . 0 4 5 0 4 2 - 1 . 5 7 7 1 7 

32 0 . 0 4 2 1 7 2 - 2 . 5 2 2 1 3 

3 3 0 . 0 4 2 7 9 7 - 1 . 3 1 9 7 5 

3 4 0 . 0 4 3 2 8 9 - 0 . 0 9 5 0 4 

3 5 0 . 0 5 0 5 6 0 0 . 4 0 2 8 2 

3 6 0 . 0 4 7 2 9 6 4 . 0 7 1 4 2 

37 0 . 0 5 4 3 6 5 3 . 2 4 7 9 7 

38 0 . 0 4 5 8 3 8 3 . 4 7 0 4 9 

3 9 0 . 1 0 8 8 9 1 0 . 8 9 9 6 9 

40 0 . 1 0 8 7 4 6 1 . 0 9 8 4 2 

4 1 0 . 0 5 3 4 6 1 1 . 5 3 8 0 5 

42 0 . 0 5 3 7 3 2 - 0 . 2 0 0 7 9 

4 3 0 . 0 5 0 5 8 8 0 . 7 2 4 7 7 

44 0 . 1 0 7 0 0 1 1 . 5 4 4 8 9 

4 5 0 . 1 1 6 5 4 4 1 . 1 2 4 0 7 

4 6 0 . 1 0 8 5 7 9 1 . 9 1 7 7 6 

47 0 . 1 2 7 1 6 3 2 . 2 3 0 3 6 

48 0 . 0 7 1 7 8 4 0 . 5 6 4 6 3 

49 0 . 0 7 1 7 4 7 2 . 2 7 9 0 7 

50 0 . 0 5 0 5 7 0 1 . 1 8 8 6 4 

C o o r d o n a t e ( A n g s t r o m ) y 
2 . 3 4 2 1 9 
3 . 8 5 9 1 4 
4 . 5 5 8 6 9 
4 . 1 2 0 6 4 
2 . 6 4 1 7 1 
1 . 8 3 3 8 4 
1 . 6 5 3 3 7 
2 . 0 5 4 3 8 
2 . 1 5 3 7 0 
0 . 3 8 3 4 6 

- 0 . 1 6 5 6 7 
- 1 . 6 0 4 0 8 
- 2 . 5 3 0 4 7 
- 2 . 0 3 6 7 8 
- 3 . 4 3 4 2 2 
- 3 . 8 3 7 3 0 
- 5 . 2 3 9 3 0 
- 5 . 5 0 7 2 5 
- 6 . 8 5 0 8 4 
- 7 . 9 5 5 9 9 
- 6 . 8 6 4 2 2 
- 6 . 2 9 5 5 9 
- 7 . 7 6 4 8 6 

4 . 2 4 2 8 4 
4 . 0 7 5 8 6 
4 . 3 0 0 1 6 
5 . 6 5 7 2 4 
4 . 4 5 6 6 0 
4 . 6 1 1 7 2 
1 . 7 9 0 0 5 
0 . 5 7 2 4 9 
2 . 0 5 8 3 1 
2 . 2 6 3 4 0 
1 . 0 0 7 5 5 
2 . 6 9 3 9 8 
2 . 3 6 8 1 0 
1 . 0 7 1 9 5 
2 . 6 5 9 0 3 

- 0 . 2 2 8 5 8 
0 . 4 8 3 4 3 

- 2 . 4 6 0 6 1 
- 2 . 2 8 9 7 5 
- 3 . 5 8 1 6 2 
- 1 . 3 0 7 9 1 
- 4 . 1 7 2 6 5 
- 3 . 0 9 4 4 3 
- 4 . 6 7 9 5 4 
- 6 . 9 0 7 1 9 
- 6 . 9 7 4 4 4 
- 5 . 8 7 9 2 1 

Masa 

0 . , 1 5 2 2 4 12 , , 0 1 1 0 0 
- 0 . 0 6 0 9 9 12 . , 0 1 1 0 0 

0 . 3 6 5 9 0 1 2 . , 0 1 1 0 0 
- 0 . 5 1 8 9 1 1 2 . . 0 1 1 0 0 
- 0 . 7 4 1 9 0 1 2 . , 0 1 1 0 0 
- 0 . 4 6 6 4 7 1 2 . , 0 1 1 0 0 
- 0 . 4 7 9 9 2 1 2 . , 0 1 1 0 0 

1 . 6 5 6 6 7 1 2 . , 0 1 1 0 0 
- 1 . 3 0 1 2 1 1 2 . , 0 1 1 0 0 
- 0 . 6 8 7 7 6 1 2 . , 0 1 1 0 0 
- 1 . 9 0 6 7 1 1 2 . 0 1 1 0 0 
- 2 . 1 6 4 5 2 1 2 . 0 1 1 0 0 
- 1 . 0 3 9 9 7 1 2 , 0 1 1 0 0 
- 3 . 4 1 4 8 5 1 2 . , 0 1 1 0 0 
- 3 . 7 8 9 6 6 1 2 . 0 1 1 0 0 
- 5 . 0 3 2 6 0 1 2 . 0 1 1 0 0 
- 5 . 4 4 8 2 1 1 2 . 0 1 1 0 0 
- 6 . 7 3 6 1 7 1 2 . 0 1 1 0 0 
- 7 . 3 2 1 5 8 1 2 . 0 1 1 0 0 
- 6 . 8 2 7 4 3 1 5 . 9 9 9 0 0 
- 8 . 6 4 2 6 3 1 5 . 9 9 9 0 0 
- 4 . 4 4 6 9 3 1 2 . 0 1 1 0 0 
- 8 . 9 4 9 3 6 1 . 0 0 8 0 0 

0 . 5 1 4 2 1 1 . 0 0 8 0 0 
- 1 . 1 2 4 9 3 1 . 0 0 8 0 0 

1 . 4 2 8 4 8 1 . 0 0 8 0 0 
0 . 3 2 9 1 0 1 . 0 0 8 0 0 

- 0 . 0 8 1 0 4 1 . 0 0 8 0 0 
- 1 . 5 1 1 5 9 1. 0 0 8 0 0 
- 1 . 5 6 9 0 6 1 . 0 0 8 0 0 
- 0 . 2 8 2 5 5 1 X k 0 0 8 0 0 
- 0 . 0 7 9 6 7 1. 0 0 8 0 0 
c . 1 1 9 3 0 1 . 0 0 8 0 0 
1 . 8 6 9 1 5 1 . 0 0 8 0 0 
2 . 1 5 2 7 7 1. 0 0 8 0 0 

- 0 . 6 0 7 9 0 1 . 0 0 8 0 0 
- 1 . 4 9 2 9 3 1 . 0 0 8 0 0 
- 2 . 2 5 0 6 6 1 . 0 0 8 0 0 

0 . 2 2 3 6 6 1 . 0 0 8 0 0 
- 2 . 7 9 2 1 7 1 . 0 0 8 0 0 
- 0 . 2 6 1 7 5 1 . 0 0 8 0 0 
- 0 . 5 7 5 8 4 1 , 0 0 8 0 0 
- 1 . 3 7 0 8 1 1, 0 0 8 0 0 
- 4 . 2 1 0 1 8 1 . 0 0 8 0 0 
- 3 . 0 0 0 1 0 1 . 0 0 8 0 0 
- 5 . 8 0 6 9 5 1 . 0 0 8 0 0 
- 7 . 4 3 0 2 5 1 . 0 0 8 0 0 
- 4 . 7 6 0 7 2 1 . 0 0 8 0 0 
- 4 . 3 2 9 4 0 1. 0 0 8 0 0 
- 3 . 4 5 3 2 4 1 . 0 0 8 0 0 

Dipolmoment molecular (Debye) 3 , 2 0 9 

Căldura de formare (kcal/mol) - 7 0 . 9 0 7 
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Acid 13-cis retinoic 

Optimizare de geometrie moleculară MM+ ; Metodă semiemp.rică cu 

. . . parametrizare AMl 
Tratarea g^metne. optimizate ("Single point"): RHF cu parametrizare 

FM3 ; Interacţie configuraţională: 6 orbitali ocupaţi / 6 orbitali 
neocupaţi; Numărul total de orbitali 116 

Starea fundamentală: Singlet, dipolul stării 2 4280 D 

iSS cti 
c E 

i (L> cd 

• t « Sca 
2 <a 

^ c/î 

t <u 
i ti 

.Î3 5 ^ c 
•2 6 _ 00 j j 
« ^ l ' e w t? a 3 

ti ^ .tij Q-
2 j ? 
o ~ c<j := 00 1-, 3 C c «J C )C« .= 

U 5 t^ ^ 

>cd 
f 1 

i 

s . ' ^ l 
f i 

3 is flS c 
j « t? 3 

1 ^ 2 :52 ^ 15 
, s g 
i ^ 2 1 o - - S c c 

o'-Be 

etf eu 

o ^ H 
-s -1 e 
.2 I I 

! H 
1 15180,6 T 4 658,7 2,6327 1 ^ 
2 20544,7 T 486,7 2,4600 0 J 
3 21634,5 T \ 462,2 2,5226 0 ] 
4 27551,7 T 363,0 3.3112 0 

1,3194 J 
0 

5 28939,1 S 345,6 4J296 
0 

1,3194 J 
0 6 33050,5 T P 302,6 i 1,8841 

0 
1,3194 J 

0 
7 34930,3 S 286,3 1 8693 _ 0.0029 J 

0,3194 1 8 37164,3 S 269,1 1 6,1307 
_ 0.0029 J 

0,3194 1 
9 40068,9 T 249,6 12,3807 ^ 

L 0 , 0 5 2 ^ 
0 1 

10 40541,9 S 246,7 7J932 '\ L 0 , 0 5 2 ^ 
0 1 11 42159,8 T 237,2 j 10,8849 J 

L 0 , 0 5 2 ^ 
0 1 

12 42597,6 S 234,8 3,9950 j 0,0516 1 
13 43720,8 S 228,7 , 3,2941 0,1848 1 

0 j 14 44048,3 T 227,0 j 6.2856 ') 
0,1848 1 

0 j 
15 45857,1 T 218,1 i 7,0692 1 J " "o ' j 

~ "o J 
0,2"369 J 

16 46049,0 T 217,2 7.4370 1 
J " "o ' j 

~ "o J 
0,2"369 J 17 47039,6 S 212,6 4,8794 1 

J " "o ' j 
~ "o J 
0,2"369 J 

18 47472,2 S 210,6 6,3180 1 6,0048 1 
0 J 

0,0534 1 
19 48662,5 T 205,5 ^ 7.9185 1 

6,0048 1 
0 J 

0,0534 1 20 49378,0 S 202,5 . 6,86^67 1 

6,0048 1 
0 J 

0,0534 1 
21 49666,0 S 201,3 f 10,8284 j 0.6069 1 
22 52237,1 T 191,4 , 1,9817 i 0 1 

'0.0942 1 23 52705,3 S 189,7 1 8,0300 ! 
0 1 

'0.0942 1 
24 53332,4 T 187,5 '"2,2923'~~ 

6,6893 
0 J 

a0312 1 25 53428,0 S 187,2 
'"2,2923'~~ 

6,6893 
0 J 

a0312 1 
26 53933,3 T 185,4 4,7461 1 "o ] 

6 1 
a6545 1 

27 54734,5 T 182,7 4,5276 
"o ] 
6 1 

a6545 1 28 54896,9 S 182,2 X "21.0682 ' 
'7,7965' 

"o ] 
6 1 

a6545 1 
29 55894,2 T i 178,9 1 

"21.0682 ' 
'7,7965' 6 1 
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iS câ 
c s 

(U Cd 

cS 

z ts 

>cd o 
co (U 
a 

I o s 
>03 
cd 

f i r 
W co 

cd a> ^ 
— .ti cx 

^ 

2 3 -c 
3 c >cd .5 U vE « v^ 

>cd -O c 

•O ^ 
0) 

J cd 

i2 co 
a 
6 eo "g 

a 
s ^ 
Î3 I ^ s 

«u TJ 

O O. 

s _ 4> 
â 1 
c c 

^ < 2 

? S 
2 â 

o "O S 
•o E 
^ " I I 
H 

30 I 56417.7 
31 I 57151.0 
32 I 57446.4 
33 I 58228.9 
34 

37 

46 
47 

50 
51 

54 

60 

66 

60917^6 
35 I 62311,1 
36 I 62881,8 

6338^7 
38 I 63789,7 
39 I 64015,2 
40 I 65273,6 
41 I 65299,4 
42 I 65888,9 
43 I 66391,3 
44 I 66809,1 
45 I 68429,2 

68888.3 
69380,9 

48 69804,1 
49 71430,3 

72463,8 
73814,1 

52 74016,6 
53 76158,5 

76353.8 
55 78824,1 
56 78931,3 
57 79609,0 
58 I 79682,5 
59 I 80738,8 

80759,8 
61 82839,2 
62 82884,2 
63 82933,4 
64 83296,1 
65 85207,4 

85223,5 
67 88060,0 

T 

177,2 6,4322 
175,0 6,6547 

0,0072 

174,1 
171 7 

4,5518 
0,0010 
0,1425" 

164,2 
160,5 
159,0 
157,8 
156,8 
156,2 

23,3864 O 
10,4689 
16,0328 
18,0551 
15,8326 
27,1961 

153.2 
26,5815 
8,7950 

0,0^2 
" o 
6,0037 

O 
O 

0,0276 

153,1 14,6192 
151,8 
150,6 
149,7 
146,1 
145,2 

7.3534 
14,4235 
10,5344 
26,1977 

0,^0% 
- A _ 
0,0111 

O 
0.0027 

O 

144,1 
143,1 
140,0 

17,7347 
T7.644'2 

138,0 
135,5 
135,1 

_2J^6149_ _0^006 

0,026_3 
" O 
07(3402' 9,1861 

33,8821 
32,3563 

131,3 I 40,6158 
J3L0 
126,9 

O 
J W 3 1 

O 
J ~0~00'44" 

3 7 > 6 2 6 T O 
126,7 
125.6 
125,5 
123.9 
123,8 
120,7 
120,7 

36,8582 I 0,0004 

30,3174 " r 
p o b r 

ÔOOOl 

30,3577 y, VW 1 
46,1147"^" " 6 
46.0873 
38,7234 J O 

'36,5346' i " 6 
120,6 
120,1 

117,4 

38,7792 ^ 0.0008 

" ' r 40,8842 " 
" 113,6 r 40,2378 

35.5894 ^ 0,0065 
40,9398 ' ; 

o,6ooT 
O 
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)«J «J c S 

• t = 
- S 
2 OQ 

a> 

a> 
.5 S 
g 1 c E w « a e 

0) 0) 
B -Q. 

2-1 
S-s- 5 
i 1 = 

^ s 3 c g 

"5b 5 S ^ 
§ 1 § 1 hJ ed o? w 

a> 
'S Q c ^̂  £ iî2 eu e s s = « E •5 t^^ .9- c c Q ^ a 

"5 s 
o Îa «j "K ."S _ >«8 O C S ' 1 
co 'N ^ 
'.g l i H t: a 

68 88104,1 s 113,5 40,1536 0,0002 
69 93796,1 T 106,6 49,1691 0 
70 93821,4 S 106,6 49,1408 0,0005 
71 97875,7 T 102,2 54,1009 0 
72 97878,1 S 102,1 54,1001 0 

Valori proprii ale configuraţiei de referinţă (eV) 

simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

Simetria: 
Val.proprie: 

1 A 
- 4 2 . 6 2 2 6 2 0 

6 A 
- 3 5 . 0 0 5 0 0 5 

11 A 

- 2 7 . 3 4 2 5 2 9 

16 A 

- 2 1 . 8 8 2 0 9 9 

21 A 

- 1 8 . 2 3 1 0 9 2 

26 A 

- 1 6 . 5 5 2 7 5 3 

31 A 

- 1 5 . 3 6 7 0 1 9 

36 A 

- 1 4 . 5 2 4 0 7 3 

41 A 

- 1 3 . 5 0 4 8 4 0 

46 A 

- 1 2 . 7 5 6 0 4 8 

51 A 

- 1 2 . 0 4 1 4 6 1 

56 A - 1 1 . 1 0 4 6 6 8 
61 A 

- 0 . 9 1 8 3 1 1 

2 A 
- 4 0 . 3 5 0 5 0 2 

7 A 
- 3 3 . 4 3 7 1 1 1 

12 A 
- 2 6 . 7 3 3 1 4 5 

17 A 

- 2 0 . 7 5 0 6 6 2 

22 A 

- 1 8 . 1 1 8 3 8 2 

27 A 

- 1 5 . 9 6 9 7 0 7 

32 A 

- 1 4 . 9 4 8 7 3 0 

37 A 

- 1 4 . 1 8 8 4 2 4 

42 A 

- 1 3 . 3 2 2 2 1 0 

47 A 

- 1 2 . 6 7 0 2 8 2 

52 A 

- 1 1 . 9 8 0 8 3 0 

57 A - 1 0 . 9 8 0 3 9 3 62 A 0 . 1 4 8 9 5 2 

3 A 4 A 5 A 
- 3 8 . 8 5 7 7 9 2 - 3 6 . 8 0 6 1 7 5 - 3 5 . 0 3 4 4 2 4 

A 9 A 10 A 
- 3 0 . 8 7 8 4 1 6 - 2 8 . 6 6 6 6 2 2 - 2 8 . 1 2 1 9 3 5 

A 14 A 15 A 
- 2 5 . 7 0 7 6 1 5 - 2 5 . 4 8 6 4 2 3 - 2 3 . 1 2 4 1 8 6 

18 A 19 A 20 A 
- 2 0 . 0 0 2 3 6 9 - 1 9 . 2 2 4 0 0 1 - 1 8 . 9 6 4 3 6 7 

23 A 24 A 25 A 
- 1 7 . 8 3 3 3 7 6 - 1 7 . 1 7 4 5 0 9 - 1 6 . 5 8 4 1 3 9 

28 A 29 A 30 A 
- 1 5 . 7 8 0 8 6 9 - 1 5 . 6 2 0 2 1 0 - 1 5 . 4 0 4 0 3 2 

33 A 34 A 35 A 
- 1 4 . 8 2 7 6 5 4 - 1 4 . 6 6 3 3 4 8 - 1 4 . 5 7 0 2 3 6 

38 A 39 A 40 A 
- 1 4 . 0 5 8 7 5 1 - 1 3 . 9 7 5 2 6 8 - 1 3 . 6 4 4 7 3 1 

43 A 44 A 45 A 
- 1 3 . 2 4 0 9 5 8 - 1 3 . 0 7 7 8 6 6 - 1 2 . 9 9 2 7 8 8 

48 A 49 A 50 A 
- 1 2 . 5 0 2 4 2 0 -12.44761. ' . - 1 2 . 2 7 9 3 8 2 

53 A 54 A 55 A 
- 1 1 . 8 7 9 9 7 8 - 1 1 . 5 3 5 6 2 5 - 1 1 . 3 2 0 1 9 7 

58 A 59 A 60 A 
- 1 0 . 1 8 7 9 2 1 - 9 . 3 5 7 3 7 7 - 8 . 5 5 5 4 0 6 

63 A 64 A 65 A 
0 . 8 8 3 9 4 1 1 . 4 0 2 9 1 7 1 . 9 8 1 0 9 0 
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S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

66 A 
2 . 1 5 9 8 7 0 

71 A 
3 . 2 2 6 1 6 3 

76 A 
3 . 6 9 3 7 2 0 

81 A 
3 . 8 8 6 4 1 8 

86 A 
4 . 1 3 6 1 0 3 

91 A 
4 . 3 1 4 8 2 6 

96 A 
4 . 5 0 7 2 1 7 

67 A 
2 . 3 1 7 9 1 3 

72 A 
3 . 4 2 7 8 3 6 

77 A 
3 . 7 0 4 5 9 6 

82 A 
3 . 9 2 0 7 6 8 

87 A 
4 . 1 5 0 2 3 9 

92 A 
4 . 3 3 5 1 9 6 

97 A 
4 . 5 2 1 5 1 7 

68 A 
2 . 7 7 9 9 3 8 

73 A 
3 . 4 8 1 7 5 9 

78 A 
3 . 7 4 2 3 5 8 

83 A 
3 . 9 3 7 4 1 3 

88 A 
4 . 2 0 8 6 9 5 

93 A 
4 . 3 8 6 6 3 8 

98 A 
4 . 5 3 7 2 9 8 

69 A 
3 . 0 2 6 2 7 6 

74 A 
3 . 4 8 6 8 1 3 

79 A 
3 . 7 7 6 0 4 0 

84 A 
4 . 0 2 3 0 8 1 

89 A 
4 . 2 2 8 4 4 3 

94 A 
4 . 4 3 9 7 2 3 

99 A 
4 . 5 7 1 7 3 0 

70 A 
3 . 1 6 4 1 1 8 

75 A 
3 . 5 0 3 0 4 7 

80 A 
3 . 7 9 2 0 8 1 

85 A 
4 . 0 8 2 7 0 3 

90 A 
4 . 2 4 4 3 0 1 

95 A 
4 . 4 9 8 3 5 7 

100 A 
4 . 6 9 5 1 6 9 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

101 A 
4 . 7 2 6 8 7 4 

106 A 
5 . 1 3 5 3 5 1 

102 A 
4 . 7 9 4 2 0 1 

107 A 
5 . 2 0 0 5 2 6 

103 A 
4 . 8 7 2 2 3 5 

108 A 
5 . 2 2 2 0 0 9 

104 A 
4 . 9 8 2 5 2 8 

109 A 
5 . 3 6 8 0 1 5 

105 A 
5 . 0 1 0 0 9 4 

110 A 
5 . 5 8 1 9 1 7 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

S i m e t r i a : 
V a l . p r o p r i e : 

111 A 
5 . 6 9 2 2 5 1 

116 A 
7 . 2 4 1 7 2 4 

112 A 
5 . 8 5 2 8 5 5 

113 A 
6 . 0 0 6 2 3 8 

114 A 
6 . 0 5 5 1 3 1 

115 A 
6 . 2 1 9 2 1 2 

Popularea electronică a orbitalilor atomici 

AO: I S C 
1 . 1 7 3 4 7 1 

1 
0. 

Px C 
,943811 

1 Py C 
0 . 9 5 2 1 2 3 

1 
0, 

Pz C 
.919824 

2 
1, 

S C 
.165276 

AO: 2 Px C 
0 . 9 7 2 0 4 8 

2 
0. 

Py C 
,954017 

2 Pz C 
1 . 0 0 8 7 5 0 

3 
1. 

S C 
. 160463 

3 
0. 

Px c 
.980008 

AO: 3 Py C 
1 . 0 0 1 2 9 6 

3 
0 . 

Pz C 
963495 

4 S C 
1 . 1 4 7 6 8 7 

4 
1. 

Px C 
,007085 

4 
0. 

Py C 
.951866 

AO: 4 Pz C 
0 . 9 4 8 2 9 9 

5 
1. 

S C 
194604 

5 Px C 
0 , 9 8 1 4 5 2 

5 
0. 

Py C 
953S84 

5 
0, 

Pz C 
,968723 

AO: 6 S C 
1 . 1 8 4 8 1 3 

6 
1. 

Px C 
006554 

6 Py C 
0 . 9 4 4 0 1 6 

6 
0 . 

Pz C 
962399 

7 
1 , 

S C 
145273 

AO: 7 Px C 
0 . 9 5 4 7 8 4 

7 
1, 

Py C 
003289 

7 Pz C 
1 . 0 1 1 2 0 5 

8 
1. 

S C 
147693 

8 
0 . 

Px C 
997496 

AO: 8 Py c 
0 . 9 9 4 4 1 0 

8 
0. 

P2 C 
980693 

9 S C 
1 . 1 2 7 6 0 4 

9 
0 . 

Px C 
998137 

9 
1. 

Py C 
020565 

AO: 9 Pz C 
0 . 9 4 7 2 2 0 

10 
1. 

S C 
178823 

10 Px C 
0 . 9 7 8 1 2 9 

10 
0. 

Py C 
967921 

10 
0 . 

Pz C 
948252 

AO: 11 S c 
1 . 1 8 2 2 8 8 

11 
1. 

Px C 
007297 

11 Py c 
0 . 9 6 6 3 1 4 

11 
0. 

Pz C 
962289 

12 
1. 

S C 
183989 
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AO: 

AO: 

AO: 

AO: 

AO: 

AO: 

AO: 

AO: 

AO: 

AO: 

AO: 

AO: 

12 Px C 
0 . 9 7 6 6 5 6 

13 Py c 
0 . 9 4 6 3 2 8 

14 Pz C 
0 . 9 4 4 5 7 3 

16 S C 
1 . 1 8 5 7 1 2 

17 Px C 
0 . 9 0 5 1 1 3 

18 Py c 
0 . 9 8 1 6 2 2 

19 Pz C 
0 . 8 1 3 8 0 9 

21 S O 
1 . 7 9 4 2 2 5 

22 Px C 
1 . 0 1 3 3 1 3 

25 S H 
0 . 9 4 2 5 1 8 

30 S H 
0 . 9 5 3 9 5 5 

35 S H 
0 . 9 4 9 6 1 2 

12 Py c 
0 . 9 4 4 5 5 6 

13 Pz C 
1 . 0 0 0 8 5 3 

15 S C 
1 . 1 8 3 3 3 5 

16 Px C 
1 . 0 1 5 9 5 4 

17 Py C 
0 . 9 4 4 9 9 0 

18 Pz C 
0 . 9 4 9084 

20 S O 
1 . 8 6 8 5 3 9 

21 Px O 
1 . 8 2 7 2 6 6 

22 Py C 
0 . 9 4 6 3 2 9 

26 S H 
0 . 9 4 0 5 0 5 

31 S H 
0 . 9 5 4 9 6 4 

36 S H 
0 . 9 5 3 1 0 7 

12 
0 

Pz C 
. 9 4 7 8 2 0 

13 
1 

S C 
. 1 2 6 0 8 6 

13 
1 

Px C 
.008854 

14 
1 

S C 
. 1 8 2 2 9 6 

14 
1 

Px C 
. 0 1 9 0 7 6 

14 
0 

Py C 
.978068 

15 
0 

Px C 
.971254 

15 Py C 
0 . 9 8 1 4 9 8 

15 
0 

Pz C 
. 9 4 4 8 4 3 

16 
0, 

Py C 
.984047 

16 
0. 

Pz C 
.947353 

17 
1. 

S C 
.181967 

17 
0. 

Pz C 
.934772 

18 
1. 

S C 
182725 

18 
1. 

Px C 
.096219 

19 
1 . 

S C 
165628 

19 
0. 

Px C 
738049 

19 
0 . 

Py C 
855035 

20 
1. 

Px 0 
414897 

20 
1. 

Py 0 
274068 

20 
1. 

Pz 0 
851946 

21 
1. 

Py 0 
476021 

21 
1. 

Pz 0 
214010 

22 
1. 

S C 
132121 

22 
1. 

Pz C 
008197 

23 
0. 

S H 
775535 

24 
0 . 

S H 
946387 

27 S H 
0 . 9 4 8 0 9 8 

32 S H 
0 . 9 5 8 6 3 3 

37 S H 
0 . 9 4 4 3 2 2 

28 S H 
0 . 9 4 4 4 7 7 

33 S H 
0 . 9 5 7 9 1 8 

38 S H 
0 , 9 5 3 6 7 3 

29 S H 
0 . 9 4 3 1 9 4 

34 S H 
0 . 9 5 6 7 1 8 

39 S H 
0 . 8 9 1 6 6 8 

AO: 40 S H 
0 . 8 9 0 7 3 2 

41 S H 
0 . 9 4 7 5 4 6 

42 S H 
0 . 9 4 8 0 1 7 

43 S H 
0.95159& 

44 S H 
0 . 8 8 9 3 4 4 

AO: 45 S H 
0 . 8 8 9 4 0 8 

46 S H 
0 . 8 6 5 0 5 1 

47 S H 
0 . 8 7 4 1 9 5 

48 S H 
0 . 9 4 0 6 3 2 

49 S H 
0 . 9 4 6 7 1 3 

AO: 50 S H 
0 . 9 4 3 0 4 2 

Sarcinile electrice şi coordonatele atomilor 

A t o m Z S a r c i n a C o o r d i n a t e ( A n g s t r o m ) 
ir T 

Masa 

1 6 0 . 0 1 0 7 7 2 0 . 3 6 8 6 2 
jr 

- 9 . 8 1 6 9 5 2 . 9 9 9 3 8 12 . 0 1 1 0 0 
2 6 - 0 . 1 0 0 0 9 1 0 . 5 3 7 0 9 - 1 1 . 2 4 9 3 1 3 . 5 3 3 3 0 12 . 0 1 1 0 0 
3 6 - 0 . 1 0 5 2 6 2 - 0 . 7 8 5 5 3 - 1 1 . 9 8 8 1 5 3 . 4 6 3 5 1 12 . 0 1 1 0 0 
4 6 - 0 . 0 5 4 9 3 7 - 1 . 2 2 0 3 2 - 1 2 . 1 3 6 7 4 2 . 0 1 7 7 7 12 . 0 1 1 0 0 
5 6 - 0 . 0 9 8 3 6 3 - 1 . 0 6 3 7 3 - 1 0 . 8 7 6 8 5 1 . 2 2 6 4 2 12 . 0 1 1 0 0 
6 6 - 0 . 0 9 7 7 8 2 - 0 . 3 2 5 2 3 - 9 . 8 3 3 7 8 1 . 6 5 0 5 3 12 . 0 1 1 0 0 
7 6 - 0 . 1 1 4 5 5 1 1 . 7 5 0 7 6 - 9 . 1 7 4 4 7 2 . 8 8 5 3 1 12 . 0 1 1 0 0 
8 6 - 0 . 1 2 0 2 9 2 - 0 . 4 8 9 5 2 - 9 . 0 1 8 8 9 3 . 9 8 6 1 3 12 . 0 1 1 0 0 

9 6 - 0 . 0 8 3 5 2 6 - 1 . 7 9 2 8 7 - 1 0 . 8 9 0 2 5 - 0 . 0 7 0 8 0 12 . 0 1 1 0 0 

10 6 - 0 . 0 7 3 1 2 7 - 0 . 1 7 9 7 5 - 8 . 6 0 1 9 8 0 . 8 6 5 3 0 12 . 0 1 1 0 0 
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11 6 - 0 . 1 1 8 1 8 7 0 . 4 7 5 2 6 - 8 . 5 5 5 9 6 - 0 . 3 0 1 7 3 1 2 . O i i O O 
12 6 - 0 . 0 5 3 0 2 1 0 . 6 5 6 9 8 - 7 . 3 4 3 0 5 - 1 . 0 9 6 5 5 1 2 . 0 1 1 0 0 
1 3 6 - 0 . 0 8 2 1 2 2 0 . 3 7 1 8 8 - 6 . 0 3 0 4 4 - 0 . 4 6 0 1 3 1 2 . 0 1 1 0 0 
14 6 - 0 . 1 2 4 0 1 4 1 . 0 8 2 1 7 - 7 . 4 5 9 7 7 - 2 . 3 7 3 3 7 1 2 . 0 1 1 0 0 
1 5 6 - 0 . 0 8 0 9 3 0 1 . 2 9 8 4 4 - 6 . 3 2 9 5 2 - 3 . 2 5 1 0 6 1 2 . 0 1 1 0 0 
16 6 - 0 . 1 3 3 0 6 5 1 . 6 6 7 0 4 - 6 . 4 7 5 3 7 - 4 . 5 3 3 9 7 1 2 . 0 1 1 0 0 
17 6 0 . 0 3 3 1 5 9 1 . 8 6 7 2 3 - 5 . 3 3 5 8 5 - 5 . 4 2 2 8 8 1 2 . 0 1 1 0 0 
18 6 - 0 . 2 0 9 6 5 0 1 . 7 4 8 6 9 - 5 . 3 9 6 4 7 - 6 , 7 6 3 8 4 1 2 . 0 1 1 0 0 
19 6 0 . 4 2 7 4 7 9 1 . 3 9 9 1 2 - 6 . 5 8 5 9 0 - 7 . 5 5 1 9 0 1 2 . 0 1 1 0 0 
2 0 8 - 0 . 4 0 9 4 5 0 0 . 9 7 3 0 6 - 7 . 6 8 2 5 2 - 7 . 2 2 4 6 9 1 5 . 9 9 9 0 0 
2 1 8 - 0 . 3 1 1 5 2 2 1 . 5 7 3 2 3 - 6 . 4 2 9 3 1 - 8 . 8 9 0 2 4 1 5 . 9 9 9 0 0 
2 2 6 - 0 . 0 9 9 9 5 9 2 . 2 4 2 9 1 - 4 . 0 3 9 0 9 - 4 . 7 8 8 9 9 1 2 . 0 1 1 0 0 
2 3 0 . 2 2 4 4 6 5 1 . 3 2 2 9 7 - 7 . 2 3 2 0 6 - 9 . 3 3 6 8 1 1 . 0 0 8 0 0 
2 4 0 . 0 5 3 6 1 3 0 . 9 1 1 4 7 - 1 1 . 2 1 9 1 7 4 . 5 7 5 3 8 1 . 0 0 8 0 0 
2 5 0 . 0 5 7 4 8 2 1 . 3 0 9 0 5 - 1 1 . 7 8 5 6 5 2 . 9 4 6 8 5 1 . 0 0 8 0 0 
2 6 0 . 0 5 9 4 9 5 - 1 . 5 4 7 8 1 - 1 1 . 4 1 2 9 3 4 . 0 3 6 9 2 1 . 0 0 8 0 0 
2 7 0 . 0 5 1 9 0 2 - 0 . 7 1 1 2 2 - 1 2 . 9 7 8 9 7 3 . 9 4 8 5 2 1 . 0 0 8 0 0 
2 8 0 . 0 5 5 5 2 3 - 2 . 2 7 4 5 1 - 1 2 . 4 7 6 4 3 1 . 9 7 3 2 0 1 . 0 0 8 0 0 
2 9 0 . 0 5 6 8 0 6 - 0 . 6 2 5 7 5 - 1 2 . 9 2 8 2 2 1 . 5 1 6 5 0 1 . 0 0 8 0 0 
3 0 0 . 0 4 6 0 4 5 2 . 3 7 2 0 6 - 9 . 6 8 9 9 9 2 . 1 4 1 4 7 1 . 0 0 8 0 0 
3 1 0 . 0 4 5 0 3 6 1 . 6 7 8 8 6 - 8 . 1 2 0 7 2 2 . 5 8 2 2 8 1 . 0 0 8 0 0 
3 2 0 . 0 4 1 3 6 7 2 . 2 8 2 6 5 - 9 . 2 0 7 9 9 3 . 8 4 5 4 6 1 . 0 0 8 0 0 
3 3 0 . 0 4 2 0 8 2 0 . 0 4 4 2 0 - 8 . 8 4 9 2 3 4 . 9 3 0 5 1 1 . 0 0 8 0 0 
34 0 . 0 4 3 2 8 2 - 0 . 7 7 2 2 9 - 8 . 0 3 8 2 2 3 . 5 8 3 1 7 1 . 0 0 8 0 0 
3 5 0 . 0 5 0 3 8 8 - 1 . 4 1 4 0 5 - 9 . 5 7 2 5 7 4 . 2 2 0 5 3 1 . 0 0 8 0 0 
3 6 0 . 0 4 6 8 9 3 - 2 . 8 7 5 4 7 - 1 0 . 9 7 1 9 5 0 . 0 9 8 8 0 1 . 0 0 8 0 0 
37 0 . 0 5 5 6 7 8 - 1 . 6 1 8 6 6 - 9 . 9 8 5 3 8 - 0 . 6 6 9 0 5 1 . 0 0 8 0 0 
38 0 . 0 4 6 3 2 7 - 1 . 4 8 5 6 7 - 1 1 . 7 5 2 9 0 - 0 . 6 7 7 8 1 1 . 0 0 8 0 0 
39 0 . 1 0 8 3 3 2 - 0 . 6 2 8 1 9 - 7 . 7 0 5 3 7 1 . 3 1 6 8 3 1 . 0 0 8 0 0 
4 0 0 . 1 0 9 2 6 8 0 . 9 1 1 0 3 - 9 . 4 7 5 0 1 - 0 . 7 1 8 8 7 1 . 0 0 8 0 0 
4 1 0 . 0 5 2 4 5 4 - 0 . 6 9 8 9 9 - 5 . 9 2 7 4 6 - 0 . 2 3 5 9 8 1 . 0 0 8 0 0 
4 2 0 . 0 5 1 9 8 3 0 . 9 2 3 5 1 - 5 . 9 2 3 7 3 0 . 4 8 3 8 1 1 . 0 0 8 0 0 
4 3 0 . 0 4 8 4 0 5 0 , 6 5 4 5 7 - 5 . 1 8 7 0 9 - 1 . 1 1 1 8 7 1 . 0 0 8 0 0 
44 0 . 1 1 0 6 5 6 1 . 2 7 7 1 0 - 8 . 4 5 5 3 8 - 2 . 7 9 6 9 3 1 . 0 0 8 0 0 

4 5 0 . 1 1 0 5 9 2 1 . 1 4 6 9 7 - 5 . 3 1 9 0 5 - 2 . 8 2 1 2 8 1 . 0 0 8 0 0 

4 6 0 . 1 3 4 9 4 9 1 . 8 0 8 3 2 - 7 . 4 7 6 6 9 - 4 . 9 6 5 4 9 1 . 0 0 8 0 0 

47 0 . 1 2 5 8 0 5 1 . 9 2 7 4 2 - 4 . 4 8 6 2 4 - 7 . 3 5 5 8 1 1 . 0 0 8 0 0 

48 0 . 0 5 9 3 6 8 3 . 3 2 8 2 4 - 4 . 0 0 1 4 3 - 4 . 6 2 2 6 6 1 . 0 0 8 0 0 

49 0 . 0 5 3 2 8 7 1 . 9 6 9 3 4 - 3 . 1 7 1 1 2 - 5 . 4 0 2 7 7 1 . 0 0 8 0 0 

5 0 0 . 0 5 6 9 5 8 1 . 7 5 4 6 2 - 3 . 9 2 4 8 3 - 3 . 8 0 5 8 5 1 . 0 0 8 0 0 

Dipolmoment molecular (Debye) 2 . 4 2 8 

Căldura de formare (kcal/mol) - 7 0 , 271 
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- FIg. 3.1 -
Forma cromatogramelor suprapuse, obţinute ca urmare a iradierii 

(interval de timp 0-15 minute) 
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Forma cromatogramelor suprapuse^ obţinute ca urmare a iradierii 

(interval de timp 20 - 35 minute) 
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3.5. Concluzii 

In intenţia explicării fenomenului de fotosensibilizare cutanată a acidului 
retinoic all-trans, a fost emisă ipoteza formării, în timpul iradierii, a unor stări 
staţionare excitate, cu viaţă suficient de lungă pentru a se putea manifesta ca 
specie chimică reactivă, iritantă. 

In vederea argumentării acestei ipoteze a fost urmărită cinetica 
fototransformării acidului retinoic all-trans la doze de iradiere reduse. S-a 
constatat, în concordanţă cu câteva date din literatura de specialitate, faptul că 
acidul retinoic all-trans se transformă, cu conversie rezonabilă, în izomerul 11-cis 
şi în alt (alţi) izomer(i) sau în alţi produşi de reacţie. 

Un studiu similar, executat cu acidul retinoic 13-cis, a evidenţiat un tablou 
cinetic diferit: semnalul HPLC al izomerului 13-cis se consumă din sistem în 
urma iradierii dar, spre deosebire de cazul acidului retinoic all-trans. nu apare (cu 
conversie demnă de menţionat) un alt stereoizomer. Acidul retinoic all-trans se 
formează dar cu conversie foarte mică. In acest caz deci, domină degradarea 
acidului retinoic 13-cis cu formarea unor fragmente care nu se evidenţiază prin 
HPLC în condiţiile de lucru ale experienţelor. 

Faptul că atât fototransformarea AR-all-trans, cât şi cea a AR 13-cis are loc 
prin intermediul unor stări cu caracter (bi)radicalic (stări electronice tnplet), este 
susţinută de observaţia conform căreia un captator tipic de radicali liberi - 5(6)-
metil-benzotriazolul - modifică viteza ambelor procese. 

Pe baza datelor experimentale s-a conturat imaginea următoare a 
desfăşurării fototransformărilor: prin absorbţia fotonilor de energie convenabilă 
sistemul electronic al materiilor prime (AR all-trans şi AR 13-cis) este excitat la 
starea staţionară singlet de energie joasă (stare cu viaţă scurtă), iar din această 
stare sistemul poate reveni în starea fundamentală, pe de o parte, sau poate trecc 
într-o stare cu caracter triplet având energia mai joasă decât starea excitată 
singlet (prin "intersystem crossing"). Tranziţia din stănle excitate triplet spre 
starea fundamentală (singlet) teoretic este interzisă, însă datorită vibraţiei 
scheletului molecular, acest tip de tranziţie se realizează dar cu probabilitate 
mică, motiv pentru care stările triplet au viaţă mult mai lungă decât stările singlet 

Prezenţa captatorului de radical măreşte viteza de consumare a materiei 
prime şi micşorează viteza de formare a altui (altor) stereoizomeri. Faptul că 
prezenţa captatorului afectează nu numai viteza de fonnare a produsului, dar şi 
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viteza de consum a materiei prime, sprijină afirmaţia de mai sus anume, că 
sistemul poate trece prin tranziţia interzisă triplet-singlet, în starea fundamentală. 

Efectul de modificare a vitezei de consum a materiei prime prin prezenţa 
captatorului de radicali dovedeşte şi faptul că formarea altor stereoizomeri 
decmge prin intermediul unor stări triplet. Ideea izomerizării prin intermediul 
stării triplet este condiţionată de timpul de viaţă suficient de lung al acestor stăn 
pentru a se putea desfăşura migrarea electronilor neîmperecheaţi de-a lungul 
catenei şi pentru a se realiza rotirea unei părţi a moleculei în jurul unei legături a. 

Posibilitatea existenţei stărilor triplet între starea fundamentală şi prima 
stare excitată singlet a fost argumentată, atât pentru molecula AR all-trans cât şi 
pentru AR 13-cis, prin calcule de chimie cuantică executate cu metode 
semiempirice evoluate (PM3). Tot aceste calcule evidenţiază fapml că energia 
necesară primei tranziţii singlet-singlet este apropiată de energia fotonilor emişi 
de sursa de radiaţii care a fost utilizată pentru iradierea AR. 

Datele experimentale susţin formarea speciilor biradicalice în timpul 
iradierii cu radiaţia ultravioletă apropiată. Aceste specii pot fi răspimzătoare 
pentru fotosensibilizarea cutanată observată la aplicarea pe piele a unor preparate 
dermatologice şi cosmetice cu conţinut de acid retinoic. 

3.6. Bibliografie 

1. Ottolenghi M., în "Advances w Photochemistry", Noyes W A jr., Hammond G , Pitts J N 

jr.. Editori, Intercience Publ. 1966, voi. 12, p 97 - 180. 

2. LoK.K.N., ]janăE.].,lmsconl.G.,Photochem. Photohiol.. 36. 139-143. 1^82 

3 Cahnmann H.J., Anal. Biochem., 221, 49 - 53, 1995 
4. Ferguson J., Johnson B.E., Pharmac. Ther . 40, 123 - 135, 1989 
5. McKenzie R.M., Hellwege D.M., McGregor M.L . Rockiey N L . Riquetti P J . Ncison 

E.C., J. Chromatogr-, 155, 379- 387, 1978. 
6. StewartJ.J.P., J. Comput. Chem.. 10,209, 1989. 
7. Stewart J.J.P.,^. Comput. Chem., 10, 221, 1989. 

8. Stewart J.J.P.,^. Computer-Aided Mol. Design.. 4. 1, 1990. 

9 ThielW Tetrahedron. 44,1393, 
10̂  Dewar J.S., Dieter K.M., J. Am. Chem Soc . 108. 8075. 1986. 

158 

BUPT



CONCLUZII GENERALE 

Deşi la finele fiecărui paragraf au fost prezentate concluzii şi s-au purtat 
discuţii ample şi la obiect am considerat necesară reluarea pe scurt a acestora 
pentru a oferi o imagine de ansamblu a realizărilor prezentate în teza de faţă. 

Urmărind ordinea prezentării de-a lungul tezei, principalele concluzii se 
pot sumariza după cum mmează: 

Terapia vectorizată este un domeniu modem al terapiei medicamentoase. Ea 
urmăreşte realizarea unei distribuţii specifice a substanţelor medicamentoase în 
organism, facilitând şi traversarea unor bariere biologice prin căi specifice. 
Concomitent optimizează acţiunea substanţei medicamentoase şi reduce 
potenţialul de manifestare al efectelor secundare. 

Obiectivele cercetării din prezenta lucrare au fost: prepararea, caracterizaiea şi 
evaluarea in vivo a unui sistem microparticulat de transport la ţintă (lipozomi) 
încărcat cu acid retinoic şi formularea unui dermopreparat ce include acest sistem 
vectorizat; explicarea fenomenului de fotosensibilizare cutanată indusă de acidul 
retinoic, pe baza intermediarilor reactivi în stare electronică triplet, formaţi în 
urma iradierii substanţei medicamentoase cu o anumită doză de iradiere, având o 
lungime de undă potrivită. 

Lipozomii multilamelari s-au preparat prin metoda hidratării filmului 
fosfolipidic, separarea de substanţa neîncapsulată realizându-se prin tiecerc pe 
coloana de Sephadex. Lipozomii obţinuţi au fost examinaţi la microscopul 
electronic de transmisie şi s-a constatat forma lor aproape sferică şi un diametiai 
mediu de 450 nm. Prin ultrasonicarea dispersiei lipozomiale, diametrul mediu a 
scăzut la 350 nm şi concomitent s-a redus şi polidispersia veziculelor S-au 
studiat factorii care influenţează incorporarea acidului retinoic in lipozomi şi s-a 
determinat că încorporarea relativă l.R.(%) creşte cu creşterea raportului molar 
fosfatidil-colină / acid retinoic (Fc/AR) (la raporUil molar 1,27 : 0,36, IR - 29 J% 
faţă de 19,7% la raporul molar 0,25 : 0,36), în timp ce prezenţa colesterolului în 
stmctura învelişului fosfolipidic al lipozomilor a scăzut cantitatea de acid retinoic 
încorporat în vezicule. 
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Stabilitatea lipozomilor a fost evaluată prin determinarea cantităţii de acid 
retinoic rămasă încapsulată, la anumite intervale de timp, în funcţie de raportul 
molar Fc / AR. S-a stabilit că lipozomii pierd în timp o anumită cantitate de 
medicament încorporat. Lipozomii preparaţi cu o concentraţie de lipide mai 
mare, deci prin creşterea raportului Fc / AR, au prezentat o scădere mai mică a 
conţinutului medicamentos faţă de alte formulări, deci o creştere a stabilităţii 

S-a obţinut şi un preparat de uz dermatologic sub foiTnă de hidrogel cu acid 
retinoic 0,01% inclus în lipozomi, în care substanţa medicamentoasă asigură o 
concentraţie terapeutică. Metoda de preparare a hidrogelului şi determinarea 
cantitativă a acidului retinoic din lipozomi şi din hidrogel este accesibilă la nivel 
de laborator. 

Stabilitatea gelului cu lipozomi încărcaţi cu acid retinoic 0,01% s-a evaluat prin 
determinarea concentraţiei acidului retinoic din gel după stocare la diferite 
perioade de timp (după 3 luni, 6 luni, după un an) la temperatura camerei şi s-a 
constatat o scădere a conţinutului procentual al acidului retinoic în timp, dar 
procentul este în limita admisă de Farmacopea Română Ed. a X-a. 

S-au evaluat şi caracteristicile reologice ale gelului cu lipozomi cu acid retinoic 
0,01%. Curba de curgere a preparatului menţionat s-a detemiinat cu un 
vâscozimetru rotaţional la preparare şi în timpul stocării, la diferite perioade de 
timp de la preparare, la 20® C şi s-a constatat comportamentul plastic ai gelului 
Valoarea punctului de curgere este relativ mică (250 dyn/cm') la preparare, cât şi 
după un interval de 6 luni (500 dyn/cm^), ceea ce permite o etalare uşoară a 
preparatului pe tegument. S-a mai constatat că în timp structurarea excipientului 
nu este însemnată, ceea ce pledează pentru păstrarea caracteristicilor reologice pe 
perioada de timp studiată. 

S-a evaluat acţiunea locală in vivo a unor preparate lipozomice şi non-lipozomice 
cu acid retinoic, pe urechea de iepure New Zeeland. Preparatele galenice gel cu 
acid retinoic 0,01% inclus în lipozomi, gel cu acid retinoic 0,01% şi crema 
Airol® (acid retinoic 0,05%) produs al firmei Hoffman La Roche au fost 
administrate zilnic prin metoda de badijonare pe tegumentul urechii de iepure 
timp de două săptămâni. în a patra şi a opta zi de tratament s-au prelevat 
chirurgical biopsii pentru evaluarea histologică. Modificările morfologice 
principale evidenţiate histologic (prin diferite metode de colorare) în secţiunile 
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de tegument au fost următoarele: hiperplazia epidermului, comificarea şi 
descuamarea stratului comos, acumularea masivă de granulocite în dennul 
papilar, stimularea sintezei de colagen, degenerarea sau necroza glandelor 
sebacee, ulceraţii ale epidermului (în cazul lotului tratat cu Airol"). Pe baza 
rezultatelor obţinute s-a propus şi un model ipotetic al modului de acţiune a 
acidului retinoic privind diferenţierea epidermului in vivo. 

A fost evaluată şi toleranţa cutanată a hidrogelului cu lipozomi cu acid retinoic 
0,01% comparativ cu alte formulări non-lipozomice cu acid retinoic. Suprafaţa 
testată prin metoda badijonării a fost fotografiată în ziua a 7-a şi a 14-a a 
experimentului. Toleranţa cutanată a fost evaluată obiectiv, luând în considerare 
gradul de iritaţie al pielii pe o scală de la O (preparat tolerat) la 3 (iritaţie foarte 
intensă). Rezultatele obţinute au exidenţiat că preparatul gel cu acid retinoic 
0,01% inclus în lipozomi a fost foarte bine tolerat şi nu a produs iritaţie locală, 
fiind posibil ca învelişul fosfolipidic prin protejarea substanţei active să 
diminueze semnificativ fenomenul de fotosensibilizare. Gelul cu acid retinoic 
0,01% neinclus în lipozomi a fost apreciat cu toleranţă mediocră. Preparaml 
comercial Airol® cremă (0,05% acid retinoic) a produs după 7 zile o reacţie 
locală cu eritem intens, leziuni erozive şi ulceraţii superficiale (manifestări 
specifice fenomenului de fotosensibilizare cutanată), necesitând întreruperea 
tiatamentului. 

S-a studiat efectul încorporării acidului retinoic în lipozomi asupra 
farmacocineticii acestuia, la şobolani. Prin includerea acidului retinoic în 
lipozomi, farmacocinetica s-a modificat, având loc creşterea biodisponibilităţii, 
deci realizarea unor concentiaţii medicamentoase mai mari în plasmă şi creşterea 
eficacităţii substanţei. Eliminarea din plasmă şi din alte organe este mai lentă, 
fapt susţinut de scăderea clearance-ului şi de prelungirea timpului de 
înjumătăţire. 

în literatura de specialitate au fost formulate diverse păreri referitoare la cauza 
reacţiei de fotosensibilizare cutanată declanşată de acidul retinoic prezent în 
unele preparate dermatologice şi cosmetice. Pentru explicarea fenomenului au 
fost invocate diferite cauze posibile şi au fost incriminate diverse componente 
chimice, fie acidul retinoic însuşi care ar acţiona asupra vreunui mecanism 
biochimic, fie diverşi metaboliţi ai acidului retinoic. în prezenta lucrare se aduc 
argumente experimentale în favoarea explicării fenomenului de fotosensibilizare 
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cutanată pe baza intermediarilor reactivi de viaţă lungă, în stare electronică cu 
multiplicitate triplet, caie se formează la iradierea acidului retinoic cu o doză de 
radiaţie având lungime de undă potrivită. Pentru aigumentarea acestei ipoteze a 
fost urmărită cinetica fototransformării acidului retinoic all-trans şi a 
stereoizomerului 13-cis, cu şi fară captator de radicali liberi. Interpretarea 
comparată a rezultatelor a conturat un mecanism posibil al fotoizomerizării 
acidului retinoic, proces peste care se suprapun, cu o oarecare pondere, fenomene 
de fotofragmentare. Posibilitatea trecerii moleculelor de acid retinoic în stări 
triplet cu viaţă relativ lungă (suficient de lungă pentru ca această stare să se 
manifeste ca intermediar chimic reactiv şi pentru ca, printr-un proces de migrare 
intramoleculară a sediului de caracter radicalic, să se producă izomerizarea) a 
fost susţinută şi prin calcule de chimie cuantică semiempirice (AMl, PM3). Din 
aceste calcule a rezultat şi lungimea de undă a radiaţiei primare care poate 
declanşa procesele fotochimice discutate. Lungimea de undă rezultată din 
calculele cuantochimice este inclusă în domeniul spectral de emisie (destul de 
îngust) al sursei de radiaţii care a fost utilizată în experienţele de 
fototransformare. 

Departe de a lămuri complet procesul complex al fototransformărilor acidului 
retinoic, lucrarea formulează şi susţine cu argumente experimentale un scenariu 
posibil al acestor fenomene. 

în marea lor majoritate studiile prezentate au fost publicate în reviste de 
specialitate şi / sau comunicate la simpozioane şi congrese şi ele sunt incluse în 
listele bibliografice ale capitolelor corespunzătoare din teză. 
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