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INTRODUCERE

Pe parcursul ultimelor decenii s-au raportat numeroase studii privind obtinerea,
caracterizarea si testarea retelelor polimere, pentru un domeniu larg de aplicatii biomedicale, de la
ingineria tisulard, la dispozitive medicale sau sisteme de eliberare controlatd de substante active.
Hidrogelurile pot imita dinamica si functiile matricei extracelulare naturale si pot indeplini o serie
de caracteristici chimice si biofizice cheie ale tesuturilor vii: elasticitatea, capacitatea de a retine o
cantitate mare de apa sau fluide biologice, abilitatea de a incorpora o varietate de compusi bioactivi
(factori de crestere, agenti antimicrobieni si farmaceutici etc.). Conform studiilor publicate recent in
literatura, se pot proiecta hidrogeluri multicomponente cu diverse microstructuri si retele de pori
interconectati. Mai mult, prin tehnica de imprimare 3D se pot crea hidrogeluri personalizate, care
permit controlul spatial si temporal al eliberarii compusilor bioactivi si vindecarea rapida a ranilor.
Structuri tridimensionale versatile pot fi obtinute plecand de la polimeri naturali si/sau sintetici,
proteine si peptide, Intr-o varietate structuralda si compozitionala, cu diferite grade de
flexibilitate/elasticitate, capabile sa raspundd la stimuli externi, sd Incorporeze si sd elibereze
controlat principiile active. Pentru proiectarea eficienta si caracterizarea complexa a unor noi
biomateriale, este necesara o bunad cunoastere a proprietatilor materialelor de plecare, precum si a
interactiunilor specifice care se manifestd in conditii bine stabilite.

Pe baza acestor considerente, obiectivul general al tezei de doctorat, intitulata ,,Elaborarea
§i caracterizarea unor materiale polimere cu aplicatii biomedicale” a constat in proiectarea unor
noi materiale polimere, pe bazd de macromolecule naturale si/sau sintetice, cu structuri si
proprietati fizico-chimice adecvate utilizdrii acestora in diverse aplicatii, cum ar fi: pansamente
pentru vindecarea ranilor sau sisteme de eliberare controlatd de substante active. Motivatia
studiului o reprezinta o mai buna intelegere a modului de formare si a functionalitatii stucturilor
tridimensionale, pe baza proprietatilor intrinseci ale polimerilor solubili in apa si a fenomenelor de
autoasamblare, care au loc in solutie. De asemenea, un alt aspect de interes al studiului a constat in
optimizarea caracteristicilor unor hidrogeluri in vederea utilizarii lor ca vehicule adecvate pentru
unele substante active greu solubile in solventi uzuali, dar benefice din punct de vedere terapeutic.
Studiile au vizat si formularea unor hidrogeluri care sa elibereze principiul activ intr-un mod
controlat, conditie necesara in diferite patologii.

Lucrarea este structuratd in doua parti distincte si cuprinde in total sapte capitole si anexe.



Partea I-a tezei de doctorat, cuprinde un capitol introductiv (Capitolul 1) si un capitol
dedicat studiului de literaturd privind o serie de polimeri si proteine de interes pentru obfinerea
biomaterialelor (Capitolul 2). Din aceastd analiza, s-a remarcat un camp de lucru foarte larg,
deschis pentru noi abordari n domeniul hidrogelurilor. S-a facut referire in principal la hidrogeluri
injectabile si poroase, precum si la cerintele pe care materialul trebuie sa le indeplineasca pentru a fi
utilizat drept pansament pentru rani.

Partea a Il-a a tezei de doctorat este structurata in cinci capitole si prezintd contributiile
originale privind obtinerea, optimizarea, caracterizarea fizico-chimicad si testarea capacitatii de
eliberare a substantelor active pentru materialele obtinute.

Capitolul 3 descrie materialele si echipamentele utilizate in studiile experimentale pe
parcursul elaborarii lucrarii. Pentru investigatiile experimentale s-au utilizat atat probe comerciale
de polimeri, proteine si alti compusi, precum si probe de polimeri sintetizate in cadrul Institutului
de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni”. Sunt prezentate succint principalele caracteristici ale
acestor compusi de plecare, care au fost ulterior folositi pentru prepararea unor noi materiale. Au
fost prezentate succint metodele de investigare utilizate pe parcursul elaborarii tezei de doctorat.

Capitolul 4 contine studii termodinamice si reologice privind comportarea in solutie a
polimerilor, proteinelor si peptidelor, care au fost utilizate la prepararea hidrogelurilor. Se prezinta
studii de viscozimetrie si osmometrie care au permis atit evaluarea unor parametri termodinamici,

.....

viscozitatea intrinseca si coeficientii viriali (A, si As), cat si discutarea miscibilitatii dintre polimeri
si proteine si a interactiunilor care apar in sisteme binare si multicomponente. Au fost identificate o
serie de particularitati de comportare si anume interactiuni asociative intre pullulan si albumina
sericd bovina, in conditii fiziologice sau comportarea de cosolut ,,inert” a poli(alcoolului vinilic) in
prezenta de proteine globulare. De asemenea, au fost discutate fenomenele de aglomerare
macromoleculard a proteinelor in prezenta polimerilor neutri si s-au investigat modalitatile de
evidentiere experimentala a acestor comportari.

Capitolul 5 este dedicat hidrogelurilor multicomponente pe baza de polimeri naturali
(pullulan, hidroxipropil celulozd) si polimeri sintetici (in principal poli(alcoolul vinilic)) sau
hidrogeluri hibride pe baza de polimeri, proteine (albumina serica bovina, lisozima) si o tripeptida
(glutationul redus). S-a vizat proiectarea unor hidrogeluri pentru aplicatii de tip pansament sau

materiale cu proprietdati mecanice imbunatatite pentru ingineria tisulara. Hidrogelurile au fost

preparate prin metode fizice sau chimice si au fost caracterizate din punct de vedere structural si



morfologic, analizdndu-se comportarea reologica, cinetica umflarii in apad si solutii saline. De
asemenea, s-au efectuat studii privind eliberarea sulfatului de neomicind si s-a evaluat
bioadezivitatea hidrogelurilor hibride polimer/proteina.

Capitolul 6 prezinta formulari de hidrogeluri sensibile la temperatura destinate eliberarii
controlate de substante active. S-au studiat hidrogeluri compozite pe baza de Poloxamer 407 si
pullulan ca potentiale biomateriale injectabile si s-au discutat gelifierea, in corelatie cu diagrama de
faza, comportarea la curgere si o serie de proprietati biologice.

S-au investigat amestecuri de poli(alcool vinilic) si poliuretan in solutii apoase, fenomenele
de asociere macromoleculard induse de curgere si tranzitia sol-gel indusa de temperatura. S-au
elaborat hidrogeluri multicomponente si s-a investigat raspunsul viscoelastic in diferite conditii de
temperatura si de solicitari externe.

Hidrogelurile termosensibile pe baza de poliuretan au fost investigate ca potentiale vehicule
pentru eliberarea unui antiinflamator, meloxicamul. S-au formulat diferite hidrogeluri utilizdnd
matrici de poliuretan si hidroxipropil celuloza, diferiti promotori de absorbtie si s-au testat uleiuri
esentiale ca potentiali agenti antimicrobieni. S-au investigat aspecte structurale precum si
comportarea reologica la solicitari continue si sinusoidale. Studiile privind eliberarea
meloxicamului din hidrogelurile pe baza de poliuretan au identificat o serie de formulari optime
care, din punct de vedere reologic si al eliberarii de meloxicam se comporta similar cu produsele
comerciale. Studiul a evidentiat un potential aplicativ deosebit al hidrogelurilor termosensibile
pentru Incorporarea si administrarea topica de substante antiinflamatoare cu efect benefic in diferite
afectiuni, evitand astfel calea digestiva, care implica o serie de efecte secundare. Aceste sisteme se
pot diversifica si ar putea conduce la un produs comercial nou.

Capitolul 7 include concluziile generale ale studiilor efectuate pe parcursul elaborarii tezei de
doctorat, precum si perspective de dezvoltare a unor noi biomateriale. Investigarea hidrogelurilor pe
bazd de polimeri biocompatibili incarcate cu diferite principii active deschide noi oportunitati
pentru valorificarea unor sisteme terapeutice cu cedare controlatd a substantelor active si gasirea
unor alternative comerciale pentru produse farmaceutice de interes larg (pansamente pentru rani sau
geluri pentru tratamente antiinflamatorii).

Pentru realizarea studiilor, au fost consultate 435 referinte bibliografice care sunt prezentate

la final. In anexa sunt incluse lucririle stiintifice elaborate pe parcursul pregatirii tezei.



REZULTATE ORIGINALE PRIVIND MATERIALE POLIMERE
CU APLICATII BIOMEDICALE

CAPITOLUL 4. STUDII PRIVIND COMPORTAREA iIN SOLUTIE A POLIMERILOR,
PROTEINELOR SI PEPTIDELOR

In acest capitol s-au studiat interactiunile care se manifesti in solutii ce contin o proteini
globulara model, albumina sericd bovina (BSA) si polimeri solubili in apa: un polimer sintetic,
poli(alcool vinilic) (PVA) si o polizaharida, pullulanul (PULL). De asemenea, s-au investigat
solutii ce contin amestecuri de proteind/tripeptida (BSA/glutation redus, GSH). Concluziile acestui
studiu au permis stabilirea conditiilor optime de preparare si investigare a biomaterialelor elaborate
pe parcursul pregétirii tezei de doctorat. O parte din rezultatele prezentate In acest capitol au fost
obtinute cu supotul financiar al proiectului: Conceperea de platforme peptidice moderne inspirate
din lumea vie, BioPascal (2020-2022).

4.2. Efectul unui cosolut macromolecular ,,inert” asupra viscozitatii proteinelor globulare
Viscozitatea intrinsecd a fost evaluatd prin intermediul a doud modele aplicate datelor
experimentale. O metoda traditionald, utilizata frecvent in cazul solutiilor diluate de polimeri, a

reprezentat-o ecuatia Huggins:

nsp! ¢ =[nl+kylnl°c (4.1)

[n] reprezinta viscozitatea intrinseca, ngp este viscozitatea specifica, ns, = nr-1 (1 este viscozitatea
relativa, n, = t/t,, t si t, reprezinta timpul de curgere al solutiei si respectiv al solventului), ky este
constanta Huggins, o masurd a interactiunii dinte lanfurile polimere si solvent, iar C reprezinta
concentratia solutului. In acest studiu, ¢ reprezinti concentratia totali de macromolecule dizolvate
(PVA si BSA, PULL si BSA sau BSA si GSH).

In cadrul studiilor efectuate s-a aplicat si un nou model care a fost dezvoltat de Prof. B.A.
Wolf [224,236] si se bazeaza pe dependenta viscozitatii relative (1) de concentratia solutului:

C+ac?

_ g = 4.2
1+ BC+yc? c=clrl (4.2

Inn, =

o, B, y sunt parametri specifici sistemului. Parametrul o este corelat cu frecarea dintre

macromolecule in timpul curgerii si depinde de compozitia sistemului. Parametrii B si y iau in



considerare modificarile volumului liber pentru solutiile de polimeri, in comparatie cu solventul
pur; aceste modificari apar atunci cand macromoleculele sunt adaugate in masa de solvent.

Figura 4.3 evidentiazd o comportare ideald a amestecului PVA/BSA 1n solutie de sare la 37°C
si pH = 7,4: dependenta viscozitatii intrinseci (obtinutd prin aplicarea metodelor Huggins si Wolf)
de compozitia solutului (Wgsa - fractia gravimetrica a BSA in amestecul PVA/BSA) respectd legea
ghemuri macromoleculare izolate, formate fie din lanturi de PVA, fie din macromolecule de BSA.
Interactiunile dintre macromolecule diferite sunt nefavorabile, iar intrepatrunderea acestora este
exclusa in solutii saline. Astfel, la dilutie infinita, pentru o solutie care contine amestec de PVA si

BSA, macromoleculele izolate de PV A coexista cu macromoleculele izolate de BSA [233].
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Figura 4.3. Viscozitatea intrinseca in functie de wgsa Figura 4.7. Prezentarea schematica a BSA

pentru amestecuri de PVA/BSA in solutii saline, in solutie diluata, in prezenta lanturilor

determinatd prin metodele Huggins s1 Wolf [233]. Linerte” de PVA [233].

La pH = 7,4 (peste punctul izoelectric al proteinei), macromolecula de BSA este Incarcata
negativ si isi modifici structura tertiara. In solutii apoase, unele dintre moleculele de api penetreazi
in structura globulara a proteinei, determinidnd o crestere a presiunii osmotice. Cantitatea de apa
care apare in structurile globulare ale BSA poate creste de peste 8 ori pentru pH bazic fata de
punctul izoelectric [83]. Prin addugarea de sare, conformatia dimerului BSA este stabilizatd, iar

aparitia fenomenelor de agregare este redusa [240].



4.3. Interactiuni asociative intre pullulan si albumina serica bovina
Valorile viscozitatii intrinseci, [1], pentru amestecurile PULL/BSA dizolvate in ser fiziologic

sunt puternic influentate de compozitia PULL/BSA (figura 4.13). Indiferent de compozitie,

......

PULL/BSA, abaterea maxima se atinge pentru amestecul cu XESA: 0.82; o prezinta o scadere

brusci la addugarea suplimentara de proteind in amestecul PULL/BSA pentru X gsa > Xgsa -

08 ¢
(7] AN
(dLgh . Figura 4.13. Variatia viscozitatii
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b
0.0 : : . : oC < nH =
0.0 02 0.4 06 08 1.0 37°CsipH = 7.4 [254].
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Pentru a evalua interactiunile macromoleculelor din sistem cu moleculele de solvent s-a
determinat experimental presiunea osmotica (m) pentru solutii de PULL, BSA si amestecuri
PULL/BSA 1in conditii termodinamice similare cu cele de la studiul de viscozimetrie (solutie salina
0,15 M NacCl, temperatura de 37°C, pH = 7,4). Curbele privind variatia presiunii osmotice reduse

(mc) in functie de concentratie sunt prezentate in figura 4.17.
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Cu exceptia solutiilor de PULL pentru care dependenta 7/C vs. C este liniara, toate sistemele care
contin BSA prezintda deviatii pozitive de la liniaritate la cresterea concentratiei, sugerand

manifestarea unor interactiuni intermoleculare intre moleculele de solut.

Presiunea osmotica redusa (#/C) poate fi descrisa de urmatoarea ecuatie viriala:

%:RT (Mi+Azc+A3c2+...j (4.13)

n

unde R este constanta gazelor, 8.3145 J mol™ K™ , iar T este temperatura absolutd, A, si A
reprezintd cel de-al al doilea si cel de-al treilea coeficient virial. Conform legii van’t Hoff, primul
termen (1/M,) se referd la comportarea ideala a solutiei, iar coeficientii viriali (A,,A; sau alti
termeni superiori din dezvoltarea viriald) tin cont de abaterile de la idealitate. In cazul solutiilor
diluate (cand macromoleculele sunt izolate, inconjurate doar de molecule de solvent), A, reprezinta
o misuri a interactiunii polimer-solvent, iar A, are o valoare neglijabila. In general, valori pozitive
pentru A, se obtin pentru sisteme in care interactiunile polimer/solvent sunt favorabile.

In cazul sistemului studiat, valorile A, si A, pentru amestecuri PULL/BSA (figura 4.18)
sugereaza faptul ca interactiunile solventului cu segmentele macromoleculare sunt puternice, dar se
manifesta i interactiuni intre macromolecule care determina deviatii pozitive de la aditivitate. A

are o valoare foarte scazutd pentru sistemele binare PULL/solvent sau BSA/solvent, dar creste

pentru amestecuri de PULL/BSA/solvent, atingand o valoare maxima in vecindtatea X g, = 0,8.

3
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Dependenta neliniard a presiunii osmotice de concentratie (figura 4.17) este atribuitd pe de o
parte ecrandrii electrostatice In prezenta electrolitului cu molecule mici, iar pe de alta parte presiunii
osmotice, care actioneaza asupra macromoleculei de proteina si este indusad de cosolut [83] care, in
sistemul studiat, este pullulanul. Presiunea osmotica este un factor fiziologic si un parametru

important clinic pentru fluidele biologice [259].
Raportul g = A3/(nA22) este considerat o constantd universald (n este numarul de unitati

structurale). In prezentul studiu, a fost calculati o valoare medie g = 0,302 pentru amestecurile
PULL/BSA, valoare usor mai mare decat cea prezisa teoretic. Corelarea datelor termodinamice cu
parametrii electrocinetici sugereaza formarea unor complecsi intermoleculari in solutiile de

PULL/BSA prin intermediul cationilor prezenti in solutie.

4.4. ,Aglomerarea” macromoleculara a proteinelor in prezenta polimerilor neutri

S-a analizat posibilitatea de a evidentia aglomerarea macromoleculard a BSA in solutie, in prezenta
altor macromolecule (PVA, pullulan) sau a unei tripeptide (glutation redus), si de a cuantifica
gradul de aglomerare macromoleculara prin intermediul unui parametru adimensional, cx[n]. In
figura 4.22 este exemplificata 0 astfel de reprezentare a viscozitatii specifice in functie de cx[n]
pentru solutii de BSA in prezenta PULL [267]. Aglomerarea macromoleculara determina o crestere
mai pronuntatd a viscozitatii specifice cu cresterea concentratiei de solut si trebuie luata in

considerare 1n cazul fluidelor biologice.
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Figura 4.22. Dependenta viscozitatii specifice, nsp, in functie de parametrul adimensional cx[n]
pentru solutii de BSA 1n prezenta PULL [267].



CAPITOLUL 5. HIDROGELURI COMPOZITE PE BAZA DE POLI(ALCOOL
VINILIC) SI BIO(MACRO)MOLECULE

5.1 Hidrogeluri compozite pe baza de poli(alcool vinilic) si pullulan ca potentiale suporturi
pentru aplicatii de tip pansament

Studiile au vizat prepararea si investigarea hidrogelurilor ce contin un polimer sintetic (PVA)
si o polizaharida (PULL) cu diferite compozitii, care au fost obtinute prin tehnica inghet/dezghet
aplicatd unor solutii apoase de 5% polimer, comparativ cu hidrogeluri hibride ce contin si argila
(0.5% wt. Laponit® RD). A fost investigat efectul addugirii polizaharidelor si argilei asupra
proprietatilor morfologice si reologice ale hidrogelului de PVA si a fost urmarita comportarea la
umflare §i capacitatea acestora de a elibera substante active.

Analiza imaginilor SEM a confirmat faptul ca ambele tipuri de hidrogeluri (in absenta si in
prezenta argilei) prezintd o structurd poroasd cu pori interconectati. Addugarea de PULL scade
treptat valoarea G’ datorita scaderii numarului punctelor de jonctiune intre macromoleculele de
PVA, care contribuie la formarea zonelor cristaline. In prezenta argilei, interactiunile PVA-PVA

sunt diminuate, influentand taria retelei dupa aplicarea ciclurilor de inghet/dezghet (figura 5.5).

(b)
Figura 5.1. Imagini SEM (x 250) pentru hidrogeluri cu un continut de 60% PVA/ 40% PULL in (a)

absenta sau (b) prezenta de argila [287].



Gradul de umflare in solutie de 0,15 M NacCl la 37°C este mai mare in absenta argilei, cand
este favorizata eliberarea substantei active, in studiul de fata sulfatul de neomicina, un antibiotic cu

actiune bactericida si bacteriostatica (figura 5.7).
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Figura 5.5. (a) Modulul elastic, G’, si (b) tangenta unghiului de pierderi, tand, in functie de
compozitia amestecului PVA/PULL pentru hidrogeluri fara argilda si hidrogeluri hibride

polimer/argild, dupa 3 cicluri de inghet/dezghet (0=1 rad/s, y = 1%, 37°C) [287].
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Figura 5.7. Cinetica de eliberare a neomicinei din hidrogeluri in solutii saline la temperatura de 37°
C si pH = 7,4: (a) hidrogeluri PVA/PULL,; (b) hidrogeluri de PVA/PULL/argila [287].

Modelele dezvoltate de Peppas si colab. [293,294] au permis o descriere a cineticii de
eliberare a neomicinei. Modelul Peppas-Sahlin descrie mecanismul de eliberare in vitro a
substantelor active din hidrogelurile PVA/PULL in absenta argilei, in timp ce modelul Korsmeyer-
Peppas este mai potrivit pentru hidrogelurile de argili/PVA/PULL. In cazul hidrogelurilor
PVA/PULL, atat in prezenta cat si in absenta argilei, s-au obtinut valori n < 0.45, ceea ce sugereaza

o difuzie pseudo-Fickiana cu eliberarea lenta a substantei active.



5.2. Hidrogeluri hibride pentru eliberarea de substante active: efecte sinergetice ale
polimerilor naturali/sintetici si proteine

S-au elaborat noi hidrogeluri poroase pe baza de PVA, PULL, proteina (BSA sau lisozima) si
0 peptidd (GSH). Formarea retelelor hibride polimer natural/polimer sintetic/proteind/peptida de
diferite compozitii este guvernatd de multiple interactiuni, care s-au stabilit intre grupele —OH ale
PVA in urma aplicarii a trei cicluri inghet/dezghet, formarea de legaturi S-S intre GSH si proteine,
respectiv legdturi de hidrogen intre PVA si PULL. Morfologia hidrogelurilor poate fi reglata prin
selectarea compozitiei adecvate si a numarului de cicluri de inghet/dezghet. Analiza SEM a
evidentiat o structurd de retea cu pori interconectati cu dimensiuni cuprinse intre 15,7 um si 24,5
um (tabelul 5.3). Masuratorile reologice efectuate in regim de forfecare oscilatorie si continua au

evidentiat o diminuare a parametrilor reologici pentru hidrogelurile PULL/PV A 1in prezenta BSA.

Tabelul 5.3. Compozitia si unele caracteristici ale hidrogelurilor hibride [301].

Compozitie © SEM Rheofogfeb Umflare in PBS® Dezintegrare’
Codul wgsa Dimensiune G7° o o, Stax 1, Pierdere de
probei (wt. %) medie pori (Pa)  (Pa-s) (Pa) (%0) masa

(nm) (%)
1 0 21.1£2.6 2230 8540 63 224 0.0207 0.88
2 5 18.6+3.3 2650 11500 170 356 0.0437 1.24
3 10 21.843.1 1726 6560 41 364 0.0148 3.35
4 30 18.9+1.9 799 2830 21 468 0.1205 5,78
5 50 15,7422 174 844 8 457 0.0608 8.65
6 70 16.2+1.8 78.6 428 4 349 0.0459 36,14
7 90 24.5+1.7 22,6 54.7 1 256 0.0311 59,77
8¢ 0 20.3+1.1¢ 1340 5910 79 533 0.0866 242

“ Compozitia matricii polimere: 25% PULL, 75% PVA si 1 mM GSH
b Conditii experimentale: temperatura de 37 °C, pH="7.4



Analiza prin spectroscopie in infrarosu a confirmat prezenta unor interactiuni hidrofobe si

legéturi de hidrogen (in special pentru continut de BSA intre 30% si 70%).
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Figura 5.10. Spectrele FTIR ale Figura 5.12. Spectrele FTIR ale hidrogelurilor
hidrogelurilor PULL/PVA in absenta si PULL/PVA in absenta si prezenta lisozimei,
prezenta BSA, comparativ cu spectrul BSA comparativ cu cele ale lisozimei si GSH [301].

Eliberarea unei substante active (sulfatul de neomicind) este influentatd de dimensiunea

porilor hidrogelului si de taria acestuia (figura 5.17).
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Figura 5.17. Profilul de eliberare cumulativa a neomicinei (% din cantitatea totala incorporata) din

probe de hidrogel hibrid la 37°C, pH = 7,4 [301].



Au fost testate 0 serie de modele cinetice pentru o descriere adecvatd a datelor
experimentale privind cinetica de eliberare. Modelul Korsmeyer-Peppas este cel mai adecvat pentru
a descrie mecanismul de eliberare in vitro a neomicinei (valori scazute ale criteriului Akaike, AIC).

Aceste hidrogeluri hibride prezintd sinergie si sunt potrivite pentru aplicatii de tip

pansament si ar putea fi matrici eficiente pentru incorporarea si administrarea de antibiotice.

5.3. Hidrogeluri poroase pe baza de PVA, HPC si BSA pentru aplicatii de tip pansament

In aceastd etapd, s-au diversificat hidrogelurile hibride utilizind un derivat de celuloza,
hidroxipropil celuloza (HPC). Astfel, s-au preparat noi hidrogeluri prin tehnica inghet/dezghet,
pentru diferite compozitii ale amestecurilor PVA, HPC si BSA in prezenta glutationului redus
(GSH) care formeaza punti S-S cu BSA. Formarea hidrogelului a fost monitorizata prin masuratori
reologice si s-a constatat ca pentru 0% BSA, 10% BSA si 50% BSA, 3 cicluri de inghet/dezghet
sunt optime pentru formarea retelei; pentru sistemul ce contine 90% BSA au fost aplicate

suplimentar 5 cicluri inghet/dezghet, pentru formarea structurii de retea.

Tabelul 5.5. Compozitia probelor si principalele caracteristici determinate pentru hidrogeluri

ce contin ca matrice polimera 10% HPC s1 90% PV A s1 confinut variabil de BSA [304].

Cod wgga™ Dimensiune G ** o o, Spax  Plerdere Mg R*
proba (wt.%) medie pori (Pa) (Pa-s) (Pa) (%) de masa
(1m) (%)
0-3 0 21,13 2800 5920 128,14 870 1,12 0219 0974
1-3 10 20,70 1690 2200 32,34 1023 4,56 0238 0,961
3-3 30 22,48 746 1411 27,52 1139 8,15 0257 0,998
5-3 50 19,28 466 1670 32,62 1222 13,78 0319 0,959
5-8 50 23,59 778 2869 41,88 - - - -
9-3 90 - 20,6 28,5 1,02 - - - -
9-8 90 26,71 119 1310 24,62 1268 79,16 0369 0,985

* wpga — procent gravimetric de BSA adaugat la matricea polimera; la fiecare proba s-au
adaugat 30 mg/dL. GSH
*¥*37°C, @=1rad/s, y=1%



Adaugarea de BSA 1n matricea polimera (PVA/HPC) determina o reducere a modulilor
viscoelastici si a viscozitatii probelor. Astfel, in experimentele de baleiaj de frecventd, pentru
probele cu continut de BSA intre 10% si 50%, supuse la 3 cicluri de inghet/dezghet, modulul de
elasticitate, G” (figura 5.21) si modulul viscos, G’ sunt aproape independenti de frecventa de
oscilatie (). Un numar mai mare de cicluri de inghet/dezghet aplicat sistemelor cu un continut mai

mare de BSA determina formarea unei retele mai puternic structurate.
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Figura 5.21. Influenta continutului de BSA asupra modulului elastic pentru hidrogeluri
PVA/HPC/BSA in testele de baleiaj de frecventa (37°C, y = 1%) [304].

Hidrogelurile au fost testate ca vehicule pentru eliberarea in vitro a sulfatului de neomicina.
Cresterea cantitatii de BSA din hidrogel determina o crestere a vitezei de eliberare a principiului
activ. Eliberarea substantei active este determinata de viteza de difuzie a fluidului si de viteza de
relaxare a lantului in reteaua hidrogelului. Astfel, hidrogelurile proiectate au capacitatea de a retine

substanta activa si de a o elibera ulterior intr-o manierad controlata.

5.4. Hidrogeluri hibride polimer/proteina cu proprietiati mecanice reglabile
Au fost concepute retele multicomponente proteini/polimer prin dubla reticulare: gelifiere
fizica a PVA si chimicd a BSA. S-au obtinut hidrogeluri hibride, stabile, care au combinat

proprietdtile mecanice superioare ale retelelor fizice de PVA obtinute prin aplicarea de cicluri de



inghet/dezghet cu caracteristicile biologice (bioadezivitate, biocompatibilitate) ale BSA, proteina

fiind reticulata chimic in prezenta de genipin si glutation redus.

Tabelul 5.7. Compozitia probelor de hidrogel mvestigate, exponentul de difuzie (n;) s1

pierderea in greutate dupa 10 zile in mediu apos [339].

Numdrul  Continutul de polimer si proteine in Numéarul de cicluri Continut de ng Pierderea in
probei 10g de solutie initials » aplicate de genipin ' greutate
PVA BSA inghet/dezghet (mmol/L) (%)
(2 (2)
| 0.5 - 3 - 01111 0.45
2 0.45 0.05 3 0,565 0,1278 0.48
3 0.35 0.15 3 0,565 0.1133 0.74
4 0.25 0,25 3 0.565 0,3249 1.82
5 0.25 0.25 5 0,565 0.0915 1.39
6 0.15 0.35 5 1,13 0,0437 1.16

Y La solutiile initiale de PVA/BSA s-au adaugat GSH (0,15%) si glicerina (0,05%).

Figura 5.26 prezintd comportarea mecanica a hidrogelurilor hibride de diferite compozitii in
testele de compresie uniaxiala (cand a fost aplicatd o fortd nominald de 450 N). La toate
hidrogelurile se observd o comportare elastica, cu un grad ridicat de rezistentd mecanicd, deoarece
au sustinut valori de compresie peste 80%, fara a dezvolta fisuri sau modificari structurale ale
retelei de gel (figura 5.26a). Acest lucru indicd un nivel remarcabil de flexibilitate si integritate
structurald, chiar si sub actiunea unor forte de compresie semnificative. Introducerea BSA (pana la
30%) 1n matricea de polimer sintetic (PVA) si reticularea proteinei cu genipin a condus la o crestere
a rezistentei la compresie, asa cum este ilustrat in figura 5.26b. Valorile modulilor de compresie
pentru hidrogelurile de PVA si PVA/BSA, calculate din panta portiunii liniare initiale in profilele
o — ¢ (figura 5.26c), au fost reglate prin modificarea raportului dintre PVA si BSA sau prin
adaugarea unei cantitdti mai mari de genipin. Cresterea continutului de genipin si BSA (proba 6)
determind o valoare a modulului elastic de 14,33 kPa, fiind in acelasi interval cu cele obtinute
pentru proba 3, dar cu un grad mai mare de recuperare (43,77% - proba 6) comparativ cu 28,42%

corespunzator probei 3 (figura 5.26d).



Valorile modulului elastic la compresie intre 14 kPa si 50 kPa sugereaza faptul ca aceste

hidrogeluri sunt potrivite pentru repararea si regenerarea tesuturilor la solicitdri mecanice reduse si

medii ca intensitate [342,343].
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Figura 5.26. Proprietatile mecanice ale hidrogelurilor de PVA/BSA: (a) Profiluri de tensiune-
deformare nominala la compresie; (b) Valorile tensiunii nominale de compresie (coloanele albastre)
si compresia maxima sustinuta (coloanele galbene); (c) Portiunea liniard initiald din curbele
tensiune-deformare utilizatda pentru a determina modulul elastic; liniile rosii indica dependenta
liniara descrisa de datele experimentale; (d) Valorile modulului elastic (coloanele albastre) si ale

gradului de recuperare (coloanele rosii) [339].

Incorporarea BSA si a tripeptidei induce proprietiti adezive superioare hidrogelurilor de

PVA (figura 5.29), imbunatatind compatibilitatea acestora cu organismele vii [339].
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Figura 5.29. Forta de adeziune pentru hidrogeluri de PVA (proba 1) si PVA/BSA (probele 2 — 6)
[339].

CAPITOLUL 6. GELURI TERMOSENSIBILE CA POTENTIALE BIOMATERIALE
INJECTABILE SAU SISTEME PENTRU ELIBERARE DE SUBSTANTE ACTIVE

Scopul investigatiilor prezentate 1n acest capitol a fost proiectarea si caracterizarea
biomaterialelor injectabile sau geluri cu aplicare topica cu proprietati hidrofile, biocompatibile si
antimicrobiene, antiinflamatoare adecvate pentru ameliorarea diferitelor afectiuni degenerative ale
articulatiilor sau diferite afectiuni ale tegumentului. In acest sens, au fost studiate doud grupe de
materiale: geluri pe baza Poloxamer P407 si retele de poliuretan. Hidrogelurile obtinute prezintd
atat caracter hidrofil, cat si hidrofob, au o comportare de termogelifiere (lichid la temperatura
scazuta, gel in conditii fiziologice) si pot fi utilizate ca excipienti (faciliteazd absorbtia agentilor
terapeutici) sau matrici pentru produse farmaceutice / aplicatii biomedicale.

O parte din rezultatele prezentate in acest capitol au fost obtinute cu ajutorul unor materiale
achizitionate cu suportul financiar al proiectelor: Conceperea de platforme peptidice moderne
inspirate din lumea vie, BioPascal, (2020-2022) si Parteneriate pentru transfer de cunostinte in

domeniul materialelor polimere folosite in ingineria biomedicala (2016-2022).

6.3. Gelifierea indusa de temperatura in sisteme pe baza de PVA si poliuretan
S-au preparat si investigat amestecuri de PVA si poliuretan in solutie apoasa. Proba de
poliuretan (PU) utilizata in acest studiu a fost sintetizatd de doamna Dr. Luiza Gradinaru, Laborator

Poliaditie si Fotochimie, Institutul de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni” lasi.



Parametrii viscoelastici au fost urmariti in testul de baleiaj de temperatura cu o viteza
controlatd de incalzire de 1°C/min, in regim oscilatoriu de deformatie la o frecventa de oscilatie de
1 rad/s si deformatie de 1%. In aceste conditii, structura probei este influentatd doar de temperatura.
Figura 6.16 prezintd evolutia modulului elastic, G’ in functie de temperaturd, pentru solutii apoase
5% de PVA, PU si amestecuri de PVA/PU. Figura 6.17 prezintd un exemplu privind variatia
parametrilor viscoelastici pentru proba care contine 50% PU. La temperaturi mai mici de 50°C, se
observa valori scazute ale parametrilor G’ si G”, G’< G” si tan 6 > 1. La 0 temperaturi peste 45°C,
in functie de compozitia probei, se observa o variatie in salt a parametrilor reologici si sistemul

evolueaza spre o structurd de gel cu G’ > G sitan o < 1.
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Structura retelei formate de poliuretan in prezenta PVA la temperaturi ridicate este doar
partial termoreversibild, interactiunile stabilite intre lanturile PVA si micelele PU1 la temperaturi

ridicate nu sunt complet distruse prin scaderea temperaturii la 5°C.

6.4. Hidrogeluri pe baza de poliuretan si poli(alcool vinilic)

In cadrul acestui studiu, s-au investigat efectele sinergetice ale amestecurilor a doi polimeri
sintetici, poliuretan (PU1) si poli(alcool vinilic) (PVA), in stare de sol si sub formd de hidrogel,
utilizdnd in principal investigatii morfologice si reologice. Hidrogelurile compozite pe baza de
poliuretan si PVA combind doua concepte de auto-asamblare, rezultind o retea elastica cu
rezistentd mecanica ridicata, datorita interactiunilor hidrofobe ale lanturilor de poliuretan la 37°C si

a legaturilor de hidrogen, care se manifestd intre lanturile de PVA/PVA, PU/PU sau PU/PVA.



Capacitatea de refacere a structurii hidrogelurilor in urma aplicarii unor solicitari externe a

fost investigata cu ajutorul testelor de tixotropie in conditii de solicitare sinusoidala. Hidrogelurile

de PVA pur si compozitul 50% PU/50% PVA au o structura robusta, cu rezistentd mecanica buna.

Dupa ce a fost supus unor deformatii mari (treptele 2 si 4, y = 100%), hidrogelul de poliuretan nu a

avut capacitatea de a recupera integral structura initiala din starea de repaus.
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Figura 6.27. (a) Testul de tixotropie cu cinci trepte de deformare pentru hidrogelurile de PU1, PVA
1 50% PU1/50% PV A la 37°C, la aplicarea succesiva de deformatii la doud nivele: 1% si 100%; (b)

imaginea macroscopica a refacerii structurii hidrogelului compozit 50% PU1/50% PV A [368].

Elasticitatea ridicata a hidrogelurilor compozite PVA/PU poate fi observata in testele de fluaj si

recuperare elastica (figura 6.30).
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Figura 6.30. Curbele de fluaj si recuperare elastica pentru hidrogelul 50% PU1/50% PVA supus la
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diferite tensiuni de forfecare in timpul testului de fluaj (37°C) [368].

——300 k
] —

e

e —— ]

7 (Pa)
—300

400

——T700

——1000
1500

—2000

——2500

100 gimp g) 150 200



Elasticitatea ridicata si comportarea de auto-vindecare (capacitatea de a-si recupera structura
si proprietdtile dupd deformatii foarte mari) sugereaza potentialul ridicat al unor astfel de materiale

pentru aplicatii n ingineria tisulara.

6.5. Hidrogeluri termosensibile pe baza de poliuretan ca potentiale vehicule pentru
eliberarea meloxicamului
Substantele active din clasa antiinflamatoarelor nesteroidiene (AINS) au capacitatea de a

reduce durerea si inflamatia, fiind utilizate in tratamentul afectiunilor degenerative ale articulatiilor,
cum ar fi artrita sau osteoartrita (tratament pe termen scurt) si poliartrita reumatoida sau spondilita
anchilopoietica (tratament pe termen lung) avand formuldri farmaceutice variate, dar si diferite
moduri de administrare: orala, injectabila sau topica [393,394]. Administrarea AINS pe cale orala a
fost asociata cu riscul de aparitie a unor reactii adverse la nivelul tractului gastrointestinal [395],
precum si insuficientd cardiovasculara sau renald, osteoporoza, etc. [396]. Utilizarea acestora pe
termen lung scade speranta de viata in cazul pacientilor cu artrita reumatoida [393].

Astfel, s-a ales ca substanta activa meloxicamul (MX), antiinflamator si analgezic care are
capacitatea de a inhiba selectiv ciclooxigenaza 2(COX-2) implicata in raspunsul inflamator
[406,408-410]. Obiectivul propus a fost realizarea unor sisteme de administrare pe cale injectabila
sau transdermica, care si minimizeze efectele secundare in timpul eliberarii de MX. Principala
dificultate a incorporarii MX 1n sisteme de eliberare adecvate este faptul cd aceasta substanta este
amestec de ser fiziologic (solutie de NaCl 0,15 M) cu solutie de NaOH.

Pentru matricea polimera a fost utilizat in principal o proba de poliuretan (PU), dar s-au testat
si amestecuri ale PU cu hidroxipropil celuloza (HPC). Principalul interes in realizarea acestor
formulari a fost utilizarea unor sisteme omogene in stare de sol la temperaturd scazutd (cu
viscozitate mica), care sa permitd o incorporare usoara a moleculelor de substanta activa, iar la
temperatura ambianta si in conditii fiziologice sa fie in stare de gel.

MX are o capacitate scazutd de a penetra tegumentul, aspect ce se datoreaza naturii sale
zwitterionice [401]. Pentru a imbunatati capacitatea de penetrare a MX, s-au folosit promotorii de
absorbtie care faciliteaza patrunderea MX la nivelul pielii, actionand asupra functiei de bariera a
tegumentului. Acestia influenteaza activitatea termodinamica a MX in sistemul de eliberare si in

consecintd, permeabilitatea acestuia in timpul administrarii. Promotorii de absorbtie utilizati in



acest studiu au fost poli(etilen glicol), poli(vinilpirolidona), trietanolamina, precum si diferite

uleiuri esentiale.

Figura 6.35. Hidrogel ce contine 25% poliuretan si

1% meloxicam (a) si 6 % ulei esential de oregano (b)

(’*

6.5.4. Activitatea antimicrobiana a hidrogelurilor de poliuretan in prezenta uleiului esential
de oregano

Uleiul esential de oregano a prezentat activitate antimicrobiana foarte buna impotriva tuturor
tulpinilor de referintd testate, zona de inhibare fiind de pand la 46 mm in cazul particular al
Candida albicans (tabelul 6.6 si figura 6.37). Aceste rezultate sunt in concordantd cu datele
prezentate in literatura de specialitate [172]. Activitatea antimicrobiand (zona de inhibare) a
hidrogelurilor este proportionald cu concentratia uleiului esential de oregano (EO) incorporat in
proba de poliuretan. In cazul formularilor ce contin 12% EO, nu existi activitate antimicrobiana,
exceptie fiind asupra microorganismului Escherichia coli (zona de inhibitie de 7 mm). De
asemenea se observa ca 1n cazul formularilor care contin 20% EO, activitatea antimicrobiana creste
(zona de inhibitie pana la 10 mm). Astfel, activitatea antimicrobiand a hidrogelurilor de PU este

direct corelatd cu concentratia de EO addugat.

Tabelul 6.6. Activitatea antimicrobiana a uleiului esential de oregano (control) si a hidrogelurilor

de poliuretan incarcate cu MX, ce contin 12% si 20% ulei esential de oregano (EO).

Zona de inhibare (mm)

Proba S.aureus E.coli E. faecalis C.albicans

Control (EO) 29.60 = 1.27 29.75+0.49 | 2430+ 1.55 4595+ 0.21
12% EO - 7.05+0.21 - -
20% EO 9.05 £ 0.07 8.55+0.49 |9.05+0.21 10.40+0.14




Figura 6.37. Activitatea antimicrobiana a
gelurilor obtinute din 25% poliuretan, incarcate
cu 1% MX, in prezenta uleiului de oregano:

1 - S. aureus, 2 — E. coli, 3 — E. Faecalis si 4 —
C. Albicans: (a) — proba control (EO); (b) —
hidrogel obtinut din PU + 12% EO; (c) — sistem
coloidal obtinut din 20% EO.

6.5.5. Investigatii FTIR pentru hidrogeluri de poliuretan incarcate cu MX

Analiza comparativd intre spectrul in infrarosu al PU si al probei de PU incarcatda cu MX
evidentiaza similitudine, cele mai multe benzi avand acelasi profil si pozitie (figura 6.38).
Semnalele MX sunt suprapuse peste cele ale PU, dar pot fi observate unele modificari spectrale in

proba de PU incarcatd cu MX datorita interactiunilor intermoleculare evidentiate si prin modelare

moleculara (figura 6.39) [199].

3500 3000 1800 1600 1400 1200 1000 800
—_—al 1 h///vlllllllllllAlllllllIlllllllll
v(COC)
V(CH)) v(CH,)
v(C=0)
8(CH,)
» VINH)
:
] 1
g
K
<
MX
v PU
L I L AR 7 B TR T TR T 7 R L T R
3500 3000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Wavenumber (:m“)

Figura 6.38. Spectrele ATR-FTIR ale PU, MX si PU incarcat cu MX [199].
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Figura 6.39. Interactiuni intermoleculare din proba de hidrogel PU incarcat cu MX: (A)-(C)
implica gruparea sulfonicd a MX; (D)-(F) interactiuni preponderent hidrofobe la nivelul inelelor
aromatice. Cod culoare: purpuriu-hidrofob; verde-legaturi de hidrogen. Distanta dintre donor si

acceptor este dati in A [199].

6.5.6. Investigatii reologice
6.5.6.1. Evidentierea procesului de gelifiere indusa de temperatura
Masurdtorile reologice au permis delimitarea intervalelor de temperatura in care probele pe
baza de PU sunt in stare de sol sau gel si pentru caracterizarea gelului la temperatura fiziologica.
Astfel, modulul elastic (G’) si cel viscos (G”) precum si tangenta unghiului de pierderi (tand =
G”/G’) au fost monitorizate 1n diferite teste de forfecare continua, oscilatorie sau fluaj si recuperare
elastica. Astfel, proba care contine PU si MX este in stare de sol la temperatura scazuta, cu o
comportare predominant viscoasi: G”> G’ si tand > 1 (figura 6.40). n jurul temperaturii de 21°C
are loc o tranzitie sol-gel, iar peste aceasta temperaturd predomind comportarea reologica de solid
elastic. Cresterea temperaturii determind intensificarea interactiunilor hidrofobe si formarea
micelelor cu miez hidrofob si Tnvelis hidrofil (figura 6.41). Gelifierea solutiei de PU2 determina o
variatie bruscd a parametrilor viscoelastici §i1 se datoreaza formadrii unei structuri de retea
polimicelara. Adaugarea de PEO si PVP in matricea de PU sldbeste reteaua, G’ scade si tand creste.
Lanturile intrepatrunse de HPC si micelele de PU formeaza o retea interpenetranta cu interactiuni
preponderent hidrofile la temperaturi scazute, asigurand omogenizarea amestecurilor de polimeri in

solutie, iar la cresterea temperaturii se dezvolta interactiuni hidrofobe [199].
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Figura 6.40. (a) Parametrii viscoelastici, G', G” si tang, in functie de temperatura pentru proba de
25% PU incarcata cu MX pentru o viteza de incilzire de 0.5°C/min (y = 1%, o = 10 rad/s) [199].

(b) Reprezentarea schematica a gelifierii PU induse de temperatura.

In timpul testului de fluaj, raspunsul tranzitoriu la aplicarea tensiunii de forfecare (7) consta
intr-o deformatie elastica instantanee, o deformatie elastica intarziata, urmate de curgere viscoasa.
Gradul de recuperare elastici depinde de valoarea 7 aplicati. In prezenta EO s-a observat o

comportare anti-fluaj (figura 6.46 b), care se datoreaza interactiunilor hidrofobe dintre PU si EO.
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Figura 6.46. Evolutia deformatiei in timpul testului de fluaj la diferite valori ale tensiunii de
forfecare (z = 0 ) aplicate timp de 30 s, urmat de recuperare elastica (z = 0) pentru (a) 25% PU

incarcata cu MX (b) 25% PU incarcata cu MX, la care s-a adaugat 3% EO [199].

6.5.8. Potentialul zeta si dimensiunile micelelor de poliuretan

In solventul utilizat in formularea hidrogelului, diametrul hidrodinamic mediu (Dy) al
micelelor de PU inregistreaza o ugoara crestere de la 32,8 nm la 35,8 nm cand temperatura variaza
de la 25°C la 37°C. Interactiunea cu MX contribuie la o crestere a valorii Dy a micelelor de PU

(figura 6.47), la 37°C Dy = 37 nm. Distributia dimensiunilor este monomodala.
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Figura 6.47. Distributia dimensiunilor pentru micelele de PU2 in prezenta (linia continud) si

absenta (linia intreruptd) MX la 25°C (culoare albastra) si 37°C (culoare rosie) [199].

6.5.9. Eliberarea meloxicamului din hidrogeluri pe baza de poliuretan

Figura 6.48 prezinta cinetica de eliberare pentru 6 probe de hidrogel. Eliberarea cumulativa
a substantei active In primele 24 de ore este intre 40% si 70%, in functie de compozitia probei. O
eficienta foarte buna este inregistrata pentru proba 1 care este hidrogel de PU si 6 (hidrogel PU care

contine si ulei esential de oregano). Aceste formulari sunt potrivite ca geluri pentru aplicatii topice.
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Figura 6.48. Cinetica de eliberare a MX din hidrogeluri pe baza de PU (37 °C, pH = 6): (A)
Eliberarea cumulativa a MX timp de 400 de ore; (B) Detaliu al curbelor de eliberare in primele 50
de ore [199]; proba 1 - hidrogel de PU fara adaos de excipienti; proba 2: PEG 3%; proba 3: 3%

PEG, 3% PVP; proba 4: 6.25% HPC; proba 5: 12,5% HPC; proba 6: 3% EO.

50



Adaugarea excipientilor polimerici imbunatateste profilul de eliberare, cu cedarea prelungita
a substantei active fiind considerate formuldri optime pentru realizarea pansamentelor si a
dispozitivelor transdermice, ce necesitd un profil de eliberare Intarziat. Proba 5, care are un continut
ridicat de HPC, elibereaza mai putin de 50% din cantitatea de MX in primele 24 de ore, dupd care
se inregistreaza o eliberare lentd de MX timp de doua saptamani, pana cand MX eliberat atinge
aproximativ 80%.

Cinetica de eliberare a MX din probele de hidrogel pe baza de PU a fost discutata folosind
diferite modele matematice: Korsmeyer—Peppas, Peppas—Sahlin, Higuchi, ecuatia de ordinul unu,
In cazul hidrogelurilor pe bazi de PU in prezenta sau absenta excipientilor, 0.45 < n < 0.89, ceea ce
sugercaza fenomene de transport anormale, controlate de difuzia substantei active prin retea.
Cantitatea disponibild la locul aplicarii, incorporarea omogena si eliberarea MX (compus cu
solubilitate redusd in apd) din hidrogeluri pe baza de PU, sugereazd ca aceste sisteme au un
potential aplicativ ridicat, insumand caracteristicile necesare pentru geluri topice. In general,
gelurile topice incarcate cu MX prezintd efecte secundare sistemice reduse si o performantd mai
buna impotriva durerii si inflamatiei, in comparatie cu alte geluri ce contin substante active AINS
(diclofenac sau piroxicam) [430]. Matricea de PU2 termosensibil este un vehicul potrivit pentru
eliberarca MX pe termen scurt. Addugarea unor cantititi mici de excipienti polimerici
imbunititeste eliberarea substantei active pe termen lung. In plus, incorporarea uleiurilor esentiale
ofera multiple beneficii in eliberarea controlatd a substantei active, Imbundtatind si activitatea
biologica [199]. Astfel, hidrogelurile termosensibile pe baza de poliuretan pot fi considerate
potentiale vehicule pentru eliberarea de compusi activi cu efecte antiinflamatorii, ca sisteme

alternative la formele comerciale de dozare ale substantelor antiinflamatoare nesteroidiene.

CAPITOLUL 7. CONCLUZII GENERALE

Studiile efectuate pe parcursul pregatirii tezei de doctorat au vizat urmatoarele aspecte:

l. Comportarea termodinamica si reologici a precursorilor utilizati la prepararea

biomaterialelor.



S-au investigat amestecuri de polimeri/proteina in conditii fiziologice (solutie salina, 37°C,

pH =7,4).

S-au selectat doi polimeri solubili in apa, care sunt frecvent utilizati In proiectarea

biomaterialelor: o polizaharida, pullulanul (PULL) si un polimer sintetic, poli(alcoolul vinilic)

(PVA). Ca proteina model a fost selectatd albumina sericd bovina (BSA). Interactiunile

intermoleculare dintre polimer si proteina in solutie au fost investigate prin viscozimetrie, reologie

sl osmometrie.

Amestecuri PVA/BSA in solutie salina la temperatura de 37°C si pH = 7,4

1.

2.

3.

S-a aplicat o versiune noua a modelului Wolf care a permis determinarea viscozitatii
intrinseci, [n] si a interactiunilor binare, ternare si cuaternare intre macromolecule.

sunt favorabile formarii ghemurilor macromoleculare mixte, lanturile individuale de PVA
coexista in solutie cu macromoleculele izolate de BSA.

Datorita faptului ca interactiunile intermoleculare PVA/BSA sunt nefavorabile in solutie, la
cresterea concentratiei s-a observat o diminuare a viscozitatii amestecurilor, iar peste o

anumita concentratie, apar fenomene de separare de faza.

Amestecuri PULL/BSA in solutie salina la temperatura de 37°C si pH = 7,4

1.

In solutiile saline diluate, repulsia electrostatici intre moleculele de BSA este partial
ecranatd si apar interactiuni atractive intre PULL si proteind, care sunt mediate de cationii
din solutie (Na"). Aceste interactiuni au fost puse in evidentd prin intermediul parametrilor
viscozimetrici si a coeficientilor viriali determinati prin osmometrie.

Pentru sistemele care contin BSA au fost observate abateri mari de la comportarea ideala.
Acest efect a fost atribuit formarii de complecsi la cresterea continutului de proteine in
solutie. Complexarea a fost descrisa ca un proces de adsorbtie a moleculelor de proteind pe

lanturile polizaharidei, proces favorizat de prezenta cationilor de Na™.

Rezultatele experimentale obtinute din studiile termodinamice au fost utilizate in proiectarea de noi

biomateriale, pornind de la polimeri si proteine globulare.



I1. Prepararea, caracterizarea si investigarea hidrogelurilor poroase pe baza de poli(alcool

vinilic) si diferite biomolecule, in vederea aplicarii lor ca pansamente pentru rani

Utilizand tehnica inghet/dezghet s-au preparat hidrogeluri care contin PVA si PULL in diferite

rapoarte, in prezenta si absenta unei argile model (Laponit RD) si s-au investigat principalele

caracteristici structurale si reologice, cinetica proceselor de umflare si eliberarea principiilor active.

1.

Introducerea PULL in reteaua fizica de PVA imbunatateste biocompatibilitatea hidrogelului
si n acelasi timp, determind cresterea mobilitatii si a difuzivitatii In zona amorfa, favorizand
incorporarea si eliberarea substantei active.

Investigatiile reologice au evidentiat structurile de hidrogel prin intermediul legaturilor de
hidrogen, care in urma ciclurilor repetate de inghet/dezghet au condus la formarea unor zone
cristaline, ce actioneaza ca noduri ale retelei tridimensionale.

Gradul de umflare in solutie salina (0,15 M NaCl) la 37°C este mai mare in absenta argilei,
cand este favorizata eliberarea substantei active, in studiul de fata sulfatul de neomicind (un
antibiotic cu actiune bactericida si bacteriostatica).

Adaugarea de argila nu este benefica, umflarea hidrogelului hibrid este diminuata la
cresterea tariei ionice a mediului si se elibereaza mai putina substanta activa din retea.
Modelele dezvoltate de Peppas si colab. au permis o descriere a cineticii de eliberare a
neomicinei.

Hidrogelurile fizice PVA/PULL pot fi considerate vehicule adecvate pentru eliberarea

antibioticelor sau a altor substante active in aplicatii de tip pansament pentru rani.

S-au proiectat hidrogeluri hibride pe baza de PVA si PULL in prezenta de proteine (BSA si

lisozima), prin aplicarea ciclurilor de inghet/dezghet, care faciliteaza formarea unei retele fizice de

PVA. In plus, adiugarea de glutation redus poate determina crearea de punti intre macromoleculele
de BSA.

1.

2.

Compozitia probei si etapele de pregatire au fost optimizate in vederea realizarii structurilor
de retea, care sunt capabile sa Incorporeze moleculele de substanta activa si sd le elibereze
in fluidul fiziologic simulat (solutie tampon fosfat la pH = 7,4 si temperatura de 37°C).
Retelele tridimensionale obtinute au prezentat elasticitate ridicatd si valori mari ale pragului

de tensiune, conferind stabilitate si efecte de memorie a formei.



3. In cazul hidrogelurilor PULL/PVA/BSA, analiza SEM a evidentiat o structura de retea cu
pori interconectati.

4. Analiza prin spectroscopie in infrarosu a confirmat prezenta de interactiuni hidrofobe si
legaturi de hidrogen (in special pentru continut de BSA intre 30% si 70%).

5. Cinetica de umflare este caracterizata printr-0 difuzie de tip non-Fickian a moleculelor de
solvent prin porii hidrogelurilor.

6. Eliberarea unei substante active (sulfatul de neomicind) este influentatd de dimensiunea
porilor hidrogelului si de taria acestuia. O serie de modele cinetice au fost testate pentru 0
descriere adecvata a datelor experimentale privind cinetica de eliberare.

Astfel, aceste hidrogeluri hibride sunt potrivite pentru aplicatii de tip pansament si ar putea fi

matrici eficiente pentru incorporarea si administrarea de antibiotice.

S-au diversificat materialele hibride si s-au elaborat hidrogeluri multicomponente pe baza de
PVA, HPC si BSA, in prezenta glutationului redus, pentru a fi utilizate ca vehicule pentru

administrarea controlatd a substantelor active in aplicatii de tip pansament.

1. Hidrogelurile fizice au fost obtinute prin procedeul de inghet/dezghet al solutiilor ce contin
amestec de macromolecule n proportii bine definite, selectate in urma unui studiu reologic
preliminar.

2. Analiza SEM a evidentiat o structura poroasd, cu pori interconectati.

3. La cresterea continutului de BSA s-a observat o crestere a gradului de umflare a
hidrogelurilor compozite, dar si a pierderii de masa.

4. Prin cresterea continutului de BSA in matricea polimerd, cantitatea de substantd activa
eliberata creste. Astfel, includerea unui cantitati de pana la 30% BSA in matricea polimera
determind schimbarea mecanismului de eliberare a sulfatului de neomicina de la difuzie de
tip pseudo-Fickian (asa cum s-a observat pentru hidrogelul de HPC/PVA, in absenta BSA)
la difuzie anormala, de tip non-Fickian (in prezenta BSA, pana la 50%). Continutul ridicat
de BSA (50% - 90%) favorizeaza din nou o difuzie de tip pseudo-Fickian a principiului
activ. In concluzie, eliberarea substantei active din aceste sisteme complexe este controlata

de mai multe procese, precum difuzia, relaxarea si degradarea retelelor.



Rezultatele obtinute pentru sisteme multicomponente pe baza de poli(alcool vinilic) si
diferite biomolecule au aratat ca noile hidrogeluri dezvoltate prezinta sinergism si au capacitatea de

a retine substanta activa si de a o elibera intr-o maniera controlata.

Au fost concepute retele multicomponente proteini/polimer prin dubla reticulare:
gelifiere fizicd a PVA si chimica a BSA.

1. Au fost obtinute hidrogeluri hibride, stabile, care au combinat proprietatile mecanice
superioare ale retelelor fizice de PVA, obtinute prin aplicarea de cicluri de inghet/dezghet,
cu caracteristicile biologice (bioadezivitate, biocompatibilitate) ale BSA, proteina fiind
reticulatd chimic in prezentd de genipin si glutation redus.

2. Hidrogelurile robuste de PVA/BSA au prezentat stabilitate a formei §i proprietati mecanice
comparabile cu ale tesuturilor vii, precum si capacitate de auto-vindecare.

3. S-a demonstrat ca viscoelasticitatea hidrogelurilor hibride PVA/BSA poate fi reglatd prin
selectarea unei compozitii adecvate de polimer si proteind, precum si a procedurii de
reticulare selectate in functie de sistem.

4. Incorporarea BSA si a tripeptidei induce proprietiti adezive superioare hidrogelurilor de

PVA, imbunatatind compatibilitatea acestora cu organismele vii.
Il.  Elaborarea si caracterizarea unor geluri injectabile

Studiile efectuate au vizat formularea si caracterizarea unor geluri injectabile utilizand
materiale termosensibile, care au o comportare de lichid la temperatura scazuta si se
autoasambleaza in structuri supramoleculare sau retele tridimensionale la cresterea temperaturii sau
in conditiile unor solicitari intense.

Hidrogeluri pe baza de PV A si poliuretan

S-au investigat amestecuri de poliuretan (PU) solubil in apa, polimer care are capacitatea de
a forma geluri termoreversibile si poli(alcoolul vinilic), care formeaza hidrogeluri fizice prin
aplicarea ciclurilor de inghet/dezghet.

1. Investigarea solutiilor apoase de poli(alcool vinilic), poliuretan si a amestecurilor acestora a
evidentiat o comportare complexa, cu formare de structuri supramoleculare induse fie prin

forfecare, fie prin modificarea temperaturii.



Formarea agregatelor si a retelei fizice asociative a fost evidentiatd prin masurdtori
reologice si de difuzie dinamica a luminii. Interactiunile intermoleculare sunt in competitie
cu fortele de forfecare, influentdnd structura formatd si, In consecintd, comportarea
reologica.

Elasticitatea ridicata si comportarea de auto-vindecare (capacitatea de a-si recupera structura
si proprietatile dupa aplicarea unor deformatii foarte mari) sugereaza potentialul ridicat al

unor astfel de materiale pentru aplicatii in ingineria tisulara.

Au fost proiectate hidrogeluri termosensibile pe baza de poliuretan si o serie de excipienti, ca

alternative la formulirile orale si injectabile pentru administrarea meloxicamului (MX).

1.

A fost analizata influenta unor excipienti asupra stabilitatii formularilor: HPC, PEO, PVP si
a uleiului esential de oregano.

Spectrele FTIR au evidentiat interactiunile stabilite intre diferite componente.

Eliberarea substantei active (MX) in mediul fiziologic a fost investigata la 37°C, procesul
fiind dominat de fenomene anormale de transport.

Hidrogelurile pe baza de poliuretan in prezenta unor cantitati mici de PEG sau ulei esential
(cu activitate antimicrobiand) sunt potrivite ca geluri pentru incdrcare cu MX si pot fi
aplicate topic, in vederea reducerii inflamatiei locale si a durerii, pentru o perioada cuprinsa
intre 24 de ore si 48 de ore.

Adaugarea de amestec PEO/PVP sau a unui continut scazut de HPC permite realizarea
vehiculelor cu MX adecvate pentru aplicatii de tip pansament, cu eliberarea substantelor
active antiinflamatorii.

Utilizarea agentilor terapeutici naturali (uleiuri esentiale) ca substante active a determinat un
sinergism 1in hidrogelurile pe baza de poliuretan incarcate cu MX si prezintd un potential
ridicat pentru dezvoltarea de noi sisteme antimicrobiene care sa incorporeze si sa elibereze
MX. In functie de compozitia lor, aceste uleiuri pot modifica intr-o masurd mai mare sau
mai mica comportarea viscoelastica a formularilor, taria hidrogelurilor si eliberarea MX.

S-a selectat 0 varianta optimizata de hidrogel care prezinta caracteristici reologice si cinetica
de eliberare a meloxicamului similare cu ale unui gel comercial.

Hidrogelurile proiectate prezintd atat caracter hidrofil, cat si hidrofob, si prezintd interes

pentru aplicatii In domeniul farmaceutic si biomedical.



Ca perspectiva generala, directiile de cercetare dezvoltate in aceastd lucrare pot fi
aprofundate diversificand seria de excipienti in functie de specificul fiecarei formulari farmaceutice

si efectuarea de teste farmacocinetice si antiinflamatorii. De asemenea, va fi necesara testarea

.....

Urmatoarele aspecte ar prezenta un potential interes pentru dezvoltari stiintifice ulterioare:
1. Testarea proprietatilor antiinflamatoare ale hidrogelurilor Incarcate cu meloxicam (variante
optimizata comparativ cu gelul comercial);

2. Analiza efectului terapeutic datorat sinergiei substantei active cu uleiul esential;

baza de poliuretan si a hidrogelurilor hibride pe baza de polimeri si proteine, ca sisteme

alternative la formele comerciale de dozare ale substantelor antiinflamatoare nesteroidiene;
4. Testarea hidrogelurilor poroase care au fost elaborate si caracterizate in aceasta lucrare

pentru eliberarea altor substanfe active cu proprietati antioxidante, antimicrobiene sau

antiinflamatoare.
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