RAPORT STIINTIFIC SI TEHNIC
privind
OBTINEREA DE HIDROGELURI PE BAZA DE
CHITOOLIGOZAHARIDE SI ACID 2-FENILFORMILBORONIC

A doua etapa a proiectului Hidrogeluri pe baza de chitooligozaharide pentru co-eliberarea
unor agenti antivirali si antifungici si-a propus sinteza si caracterizarea de hidrogeluri pe baza de
chitooligozaharide (CHOS), sintetizate si selectate in prima etapa a proiectului, si acid 2-
fenilformilboronic (2-FPBA), prin implementarea a zece activitati conform anexei Il din contractul

de finantare.

A2.1 Sinteza hidrogelurilor
Au fost sintetizate sase serii de hidrogeluri, fiecare continand trei hidrogeluri, prin reactia de

condensare acida a CHOS cu grade de polimerizare diferite cu 2-FPBA (Fig. 1 a,b).
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Fig. 1. Demersul sintetic pentru obtinerea hidrogelurilor (a) si imaginea hidrogelurilor obtinute (b)

Pentru a atinge grade diferite de reticulare, au fost utilizate trei rapoarte molare intre gruparile
functionale amina ale chitooligozaharidelor si functiunea aldehida a 2-FPBA pentru fiecare CHOS:
1/1; 1,5/1 si 2/1 (Tabel 1). De exemplu, procedura experimentald pentru hidrogelurile obtinute din
CHOS si 2-FPBA, cu un raport molar NH2/CHO de 1/1 a fost urmatoarea: 60 mg CHOS au fost
dizolvate 1n 1,5 ml apa si 7,5 pL acid acetic. pH-ul solutiei a fost 6,4. Dupa dizolvare, s-a adaugat o

solutie de 45,77 mg 2-FPBA in (1,5 ml apa + 2 ml etanol + 7,5 pL acid acetic) sub agitare la 750



rot/min, la 25 °C. In mai putin de 5 minute, s-a format un hidrogel. Aceeasi procedura experimentala

a fost aplicata si atunci cand s-a folosit un raport molar diferit intre cele doua functiuni ale reactantilor.

Tabel 1
Compozitia hidrogelurilor sintetizate
m V acid mz- Vetanol  V acid Raport molar Timp de
Vapa* Vapa** - .
Probe CHOS (mL) acetic * FPBA (mL) (uL)  acetice NH2/CHO gelifiere (min)
(mg) (pL)  (mg) (nL)

CHOS20-1 60 1.5 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 11 10
CHOS20-1.5 60 1.5 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.511 15
CHOS20-2 60 1.5 7.5 22.88 1.5 1000 7.5 2/1 120
CHOS30-1 60 15 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 10
CHOS30-1.5 60 15 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 15
CHOS30-2 60 15 7.5 22.88 1.5 1000 7.5 2/1 120
CHOS40-1 60 15 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 5

CHOS40-1.5 60 15 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 10
CHOS40-2 60 15 75 22.88 15 1000 75 2/1 60
CHOS50-1 60 15 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 5

CHOS50-1.5 60 15 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 10
CHOS50-2 60 15 75 22.88 15 1000 75 2/1 60
CHOS75-1 60 15 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 5

CHOS75-1.5 60 15 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 10
CHOS75-2 60 15 7.5 22.88 1.5 1000 7.5 2/1 60
CHOS100-1 60 15 7.5 45.77 1.5 2000 7.5 1/1 5

CHOS100-1.5 60 15 7.5 30.5 1.5 1500 7.5 1.5/1 10
CHOS100-2 60 15 7.5 22.88 1.5 1000 7.5 2/1 20

*cantitate utilizata pentru a solubiliza CHOS
**cantitate utilizata pentru a solubiliza aldehida

A2.2 Liofilizarea hidrogelurilor

Cu scopul de a caracteriza hidrogelurile sintetizate din punct de vedere supramolecular si
morfologic, acestea au fost liofilizate, conducand la obtinerea de xerogeluri. In prealabil,
hidrogelurile au fost inghetate in azot lichid iar liofilizarea s-a facut utilizand un liofilizator Labconco,
la 54 °C si 1,510 mbar, timp de 24 de ore.

A2.3 Caracterizarea structurala a hidrogelurilor si xerogelurilor
Caracterizare structurala prin RMN

Spectrele RMN au fost inregistrate cu un Spectrometru Bruker Avance DRX 400 MHz
(Bruker, Germania). Pentru inregistrarea spectrelor 1H-RMN, hidrogelurile au fost preparate in apa
deuterata direct in tuburi de RMN.

In toate cazurile, in spectrele hidrogelurilor a aparut deplasarea chimica corespunzitoare
protonului imind la 8,6 ppm, dar si deplasarea chimica a protonului aldehidic la 9,94 ppm (Fig. 2 a,b).

.....

echilibru (Yu et al.,, 2021). De asemenea, in spectrele 1H-RMN s-au observat si semnalele



caracteristice protonilor corespunzatori CHOS, ca un pic intens intre 3,6-4 ppm, unul la 3,1 ppm
corespunzator protonului H2 vecin cu unitatile amina si picuri mai de intensitate mica la 5,4; 4,4; 4,2
si 4,1 ppm corespunzdtoare protonilor din unitatea terminald de 2,5-D-manofuranoza.

Raportul dintre integralele protonilor H2 si imina a permis estimarea gradului de iminare al
oligomerilor. Asa cum era de asteptat, s-a obtinut un grad de substitutie mai mare cand s-a folosit o
cantitate mai mare de aldehida, atingand valori de 30,8% si 26,4% pentru CHOS20-1 si CHOS20-
1,5, in timp ce pentru CHOS20-2 gradul de substitutie a fost de 19,5%. Se poate observa, de
asemenea, ca gradele de polimerizare mai mici ale oligomerilor au favorizat un grad mai mare de
substitutie. In acele cazuri, vascozitatea sistemului a fost mai mica, iar gruparile amino au fost mai
susceptibile la iminare. De aceea, in cazul hidrogelurilor pe bazd de CHOSS50 s-au obtinut grade de

iminare mai mici, intre 22,4% pentru CHOS50-1 si 15,7% pentru CHOS50-2.
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Fig. 2 Spectre RMN ale hidrogelurilor (a,b) si spectre FTIR pentru probe reprezentative de xerogel
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Caracterizare structurala prin FTIR

Spectrele ATR-FTIR au fost inregistrate cu un Spectrometru Bruker Vertex 70 (Ettligen,
Germania) in zona 4000-600 cm™.

Spectroscopia FTIR a fost utilizata pentru a evalua modificarile structurale care au aparut in
CHOS dupi reactia cu 2-FPBA. In spectrele xerogelurilor a aparut o noua bandi la 1628 cm™,
corespunzatoare vibratiei de intindere a gruparii imina nou formate (Fig. 2c) (Ailincai, Porzio &
Marin, 2020) (Iftime & Marin, 2018). Mai mult, in spectrele FTIR a fost observata aparitia unei noi
benzi la 1560 cm™, datorati vibratiilor de schelet ale legiturilor C=C din unitatile de 2-FPBA.
Prezenta 2-FPBA a fost confirmati si de benzile de la 760 cm™, corespunzitoare legaturii B-OH. Tn
comparatie cu spectrele RMN s-a remarcat faptul ca semnalul aldehidei nu mai este prezent, cel mai
probabil deoarece echilibrul de reactie a fost deplasat catre produsi in timpul liofilizarii.

Mai mult, spectroscopia FTIR a indicat unele modificari in arhitectura supramoleculara a
oligomerilor, datorita prezentei unitatilor de 2-FPBA. Analizand regiunea spectrala 3750-2750 cm™,
in care apar vibratiile de intindere ale gruparilor amina si hidroxil (Marin et al., 2015), in cazul CHOS
s-a observat o banda larga cu doua maxime: la ~3240 si 3400 cm. Tn spectrele xerogelurilor, a avut
loc 0 deplasare a acestora catre numere de unda mai mari, sugerand unele modificari in mediul
legaturilor de hidrogen. Foarte probabil, din cauza iminarii, are loc o paralelizare a lanturilor, ducand
la formarea de noi legéturi de hidrogen intermoleculare (Marin et al., 2014). Pe de alta parte, maximul
corespunzator legaturilor de hidrogen intramoleculare este de asemenea deplasat, datoritd aparitiei
unor noi legaturi de hidrogen intramoleculare. Analizand structura derivatilor de imino-oligochitosan
formati, se poate observa ca gruparile hidroxil din inelul aromatic al 2-FPBA pot forma noi legaturi
intramoleculare de hidrogen cu atomul de azot bogat in electroni din legdtura imina (Adamczyk-
Wozniak si colab., 2012).

Toate aceste date au demonstrat cd hidrogelarea este o consecinta atit a imindrii, cat si a

formarii de noi legaturi de hidrogen, atat intra- cat si intermoleculare.

A2.4 Caracterizare morfologica

Caracterizarea morfologica a hidrogelurilor obtinute a fost realizata prin microscopie
electronica de baleiaj (SEM), utilizand un Microscop SEM-EDAX-Quanta 200 (Eindhoven,
Germania) iar imaginile obtinute au fost procesate utilizand programele Image J si Origin Pro 8.
Masuratorile au fost facute pe xerogelurile obtinute in urma liofilizarii hidrogelurilor (Fig. 3).
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Fig. 3 Imagini SEM ale unor xerogeluri reprezentative si histogramele obtinute in urma prelucrarii

imaginilor SEM

Toate xerogelurile au prezentat o morfologie de tip burete (Fig. 3), cu pori micrometrici bine
definiti. Hidrogelurile pe baza de CHOS cu grade de polimerizare mai mici au prezentat a morfologie
mai uniforma cu pori caracterizati prin polidispersitate mai scazuta, confirmata de valorile abaterii
standard (Fig. 3). Dupa cum era de asteptat, morfologia hidrogelurilor reticulate cu cantitati mai mari
de aldehida a fost mai compacta, cu pori mai mici, atribuiti unei densitati mai mari a nodurilor de

reticulare.

A2.5 Determinarea comportamentului la umflare

Comportamentul la umflare al hidrogelurilor a fost evaluat in apa si PBS (pH=7,4), pentru
probe reprezentative (Fig. 4). Gradul masic de umflare la echilibru (MES) a fost legat de porozitatea
hidrogelurilor, cele cu pori mai mari prezentand o capacitate mai mare de a se umfla. Prin urmare,
MES-ul a crescut odatd cu cresterea lungimii lanturilor de oligomeri, atingdnd un maxim pentru
CHOS75-2, ~25% in api si ~9% in PBS si odati cu scaderea gradului de iminare. In toate cazurile,
MES-ul a fost atins dupa 8 ore atét in ap4, cat si in PBS. Valorile MES 1in apa (Fig. 4a) au fost mult
mai mari decét in PBS (Fig. 4b), probabil datorita insolubilitatii CHOS in pH alcalin si continutului
ridicat de saruri al solutiei de PBS (Phil et al., 2018).
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Fig. 4 Valorile MES pentru unele probe reprezentative in a) apa si b) PBS

A2.6 Caracterizare supramoleculara

Este cunoscut faptul cd hidrogelarea chitosanului cu monoaldehide este guvernatd de
autoasamblarea derivatilor amfifili de imino-chitosan datorita segregarii hidrofil-hidrofobe in
arhitecturi supramoleculare tridimensionale (Ailincai, Porzio, et al., 2020; Olaru et al., 2018). Prin
urmare, pentru a avea un indiciu asupra structurii supramoleculare a hidrogelurilor, acestea au fost
analizate prin microscopie optica in lumina polarizata (POM) si difractie de raze X la unghi larg
(WXRD) utilizand un microscop Leica DM2500 (Hamburg, Germania) si respectiv un Difractometru
Rigaku Miniflex 600 cu emisie de CuKa. Determinarile au fost facute pe xerogelurile obtinute in
urma liofilizarii.

Difractogramele CHOS au prezentat aceeasi forma ca si chitosanul, semn al caracterului lor
semicristalin. Difractogramele xerogelurilor au prezentat trei benzi de difractie, sugerand o
arhitecturd supramoleculara stratificata, asa cum s-a raportat anterior pe hidrogelurile pe baza de
chitosan si monoaldehide (Ailincai et al., 2016).

Imaginile POM au demonstrat ca toate hidrogelurile au prezentat birefringentda sub lumina
polarizatd (Fig. 5), indicdnd un grad ridicat de ordonare la nivel supramolecular, asa cum este
reprezentat schematic in Fig. 5f. Datele POM au fost confirmate de capacitatea hidrogelurilor de a
emite lumind, sub iluminare cu o lampa UV. In comparatie cu lumina albastra emisi de solutia de
oligomeri (Fig. 5e), hidrogelurile au emis lumina alb-albastruie, atribuita organizarii supramoleculare

(Ailincai & Marin, 2021; Iftime et al., 2017).
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Fig. 5 Imagini POM reprezentative (a-d), emisia hidrogelurilor sub iluminare cu lampa UV (e),

reprezentare schematica a arhitecturii supramoleculare a hidrogelurilor (f) si difractograme de

raze X pentru probe reprezentative (g)

A2.7 Caracterizare reologica

Comportamentul vasco-elastic al hidrogelurilor a fost analizat utilizand un Reometru
MCR302 Anton-Paar GmbH cu sistem Peltier pentru controlul temperaturii. Testele de baleiaj de
amplitudine au indicat comportamentul de gel al probelor studiate, cu valori ale modulului elastic

(G”) peste cele ale modulul vascos (G””), pentru toate probele studiate (Fig. 6).
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Parametrii reologici G’, G” si energia de coeziune au crescut odata cu cresterea gradului de
polimerizare al oligomerilor. Astfel, valorile G’ si G” au crescut cu aproximativ un ordin de marime
prin cresterea gradului de polimerizare de la 14 (CHOS20) la 51 (CHOS100) (Tabelul 2). Legéaturile
chimice suplimentare, stabilite intre lanturile CHOS prin cresterea cantitdtii de 2-FPBA, au
determinat cresterea valorilor G’ si G” (Tabelul 2). Pe de alta parte, teste reologice suplimentare au
demonstrat caracterul tixotrop al hidrogelurilor, o caracteristica importanta a acestora in vederea

aplicarii (Tabel 2).

Tabel 2.
Parametrii reologici pentru probele studiate
Sample Tl 7 Tc Ec G G Grad de revenire®
(Pa) (%) (Pa) (J-m?) (Pa) (Pa) (%)
CHOS20-2 2.3 15.8 9.9 1772.4 14.7 3.3 100
CHOS30-2 5.2 9.9 455 2569.7 53 3.8 98.7
CHOS40-2 8.4 9.8 37.5 4153.4 86.4 7.8 99.2
CHOS50-2 8.9 6.3 79.1 2817.9 147 7.9 88.0
CHOS75-2 16.2 3.9 131 3215.2 433 22.7 80.0
CHOS100-2 28.4 37 211 5626.6 756 40.8 82.7
CHOS40-1 24.7 6.3 74.8 7739.6 414 38.1 100
CHOS75-1 36 3.9 102 7076.6 1040 84.7 84.8

8G'si G la 10 rad/s si 1Pa;
b determinat dupa 300 s de la indepartarea stresului;

A2.8 Evaluarea in vitro a degradarii enzimatice

Probe reprezentative au fost supuse degradarii enzimatice in prezenta lizozimei, la pH
fiziologic si 37 °C. Probele supuse degradarii enzimatice au fost pe baza de CHOS cu grade diferite
de polimerizare, fiind cunoscut faptul ca masa moleculara a CHOS este principalul parametru care
influenteaza degradarea. O proba de referinta a fost supusd degradarii hidrolitice in solutie de PBS
fard lizozima. Rezultatele au fost evaluate in termeni de pierdere de masa prin masuratori gravimetrice

si modificari morfologice prin SEM (Fig. 7).
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Fig.7 Rezultatele degradarii enzimatice in termeni de pierdere de masa si schimbari morfologice

In concluzie, hidrogelurile obtinute sunt usor erodabile, intrunind o cerintd importanta pentru
aplicatiile biomedicale in vivo, viteza de eroziune fiind usor controlata de gradul de polimerizare al

CHOS utilizat pentru obtinerea hidrogelurilor.

A2.9 Determinarea activitatii antifungice
Activitatea antimicrobiana a fost evaluatd pe 9 microorganisme prin metoda Kirby-Bauer.
Diametrele zonelor de inhibitie sunt prezentate in Tabelul 3, in timp ce imaginile realizate in timpul

masuratorilor antimicrobiene sunt prezentate in Fig. 8.

Tabel 3
Diametrul zonei de inhibitie pentru probele analizate
Probe 5. aureus E. coli C. albicans C. glabrata C. parapsilosis 5. cerevisiae P. chry. m C. cladosporioides A. brasili
ATCC25923 ATCC25922 ATCC90028 ATCC2001 ATCC22019 ATCCI763 ATCC10106 ATCC16022 ATCC9642
2-FPBA-HI 347+ 1.0 124+ 1.5 37.0+ 0.2 43.0+ 05 2954 0.2 4724+ 0.3 21.8+ 9.8 3424 4.0 323+ 3.0
2-FPBA-H1.5 22.1 +£ 0.5 0 38.6+ 0.5 40.0 +£ 0.2 27.0+ 0.4 46.0 £ 0.0 203+ 1.1 33.9+ 2.0 30.1 +£ 1.0
2-FPBA-H2 21.2+ 1.0 0 44.0 + 0.8 46.8 + 0.1 34.8 + 0.5 50.0 + 0.8 199+ 1.4 26.1 + 0.5 25.0+ 0.8
CHOS100 0 0 0 0 0 0 ] ] ]
CHOS,¢ 0 0 0 0 ] 0 0 0 1]
CHOSso 0 0 0 0 0 0 0 0 1]
CHOS49 8.8+ 0.8 0 19.8 + 1.0 2]1.2+ 0.5 o 0 ] ] o
CHOS3p 10.7 + 0.4 0 189+ 0.1 20,4+ 0.1 1] 0 0 0 1]
CHOS2p 83+0.1 0 19.9 £ 0.5 17.5+ 0.2 0 0 ] ] ]
CHOS,00 H1 182+ 0.1 0 25.0+ 05 252+ 01 13.3 L 05 36.9+ 0.1 21.6 £ 0.5 335+ 0.8 16.8 £ 0.8
CHOS, 5o H1.5 0 0 23.0+ 0.6 26.8 +£ 0.2 15.4 £ 0.1 319+ 07 31.0+ 0.4 326+ 0.1 38.6 £ 0.1
CHOS; 90 H2 21.6+ 0.7 0 15.8 + 0.1 21.3+ 0.2 9.1 +£ 0.6 253+ 0.3 ] 29.0 + 0.6 31.2 + 0.4
CHOS;5 H1 205+ 0.2 0 2744+ 0.7 333+ 08 15.6 £ 0.7 36.7 £ 0.1 141+ 03 3894 0.2 2754+ 04
CHOS;5 H1.5 17.6 £ 0.2 0 19.8 £ 0.8 26,2+ 0.9 13.7 +£ 1.0 33.6 £ 0.0 23.8+ 0.8 373+ 0.7 299+ 0.5
CHOS7s H2 143+ 0.6 0 203+ 1.0 23.8+ 05 9.9+ 02 303+ 03 0 38.8+ 0.3 16.0 £ 0.7
CHOSg, H1 27.5+ 02 0 274+ 1.0 328+ 04 19.2 + 0.4 42,5+ 0.7 13.3+ 0.7 37.24+ 0.8 49.1 £ 0.1
CHOS;, H1.5 2444 03 0 179+ 0.2 2434+ 03 12.1 £ 0.8 339+ 04 0 3444 03 395+ 04
CHOSsp H2 10.5+ 0.1 0 159+ 0.3 239+ 01 10.7 +£ 0.5 3.7+ 0.1 31.3+ 05 27.6 + 0.4 3536.5 + 0.3
CHOS,4, H1 26.0 + 0.1 0 32.7+ 0.5 38.5+ 04 23.9+ 0.3 37.3+04 28.0 + 0.5 44.2 4+ 0.1 30.8 + 0.1
CHOS4 H1.5 25.1 £ 0.1 0 245+ 0.4 328+ 06 12.1 + 0.4 41.5+ 0.6 ] 32.6 + 0.8 19.7 £ 0.4
CHOS4p H2 8.2+ 05 0 20.7 + 0.6 289+ 0.2 9.24+0.2 26.8 + 0.2 ] 29.5+ 0.2 17.8 + 0.8
CHOS3, H1 36.5+ 0.9 9.6+ 1.0 358+ 0.7 37.9+ 05 2204+ 1.0 38.6 L 0.4 37.7 1L 04 41.5+ 0.3 336+ 1.0
CHOSz, H1.5 28.8+ 0.2 0 225+ 0.3 27.1 £ 0.5 17.2 + 1.1 26.8 + 0.6 27.24+ 0.7 19.3 + 0.2 31.7 £ 0.5
CHOS3p H2 20.3+ 0.4 0 21.9+ 0.7 231+ 04 10.0 £ 1.2 227+ 1.0 233+ 0.4 17.7 £ 0.7 288+ 0.1
CHOS;, H1 30.3+ 0.1 0 28.6 £ 0.1 30.6 +£ 0.5 16.8 + 0.2 371+ 1.5 19.5 + 0.4 32.6 + 0.6 36.7 £ 0.7
CHOS5 H1.5 25.6 +£ 0.3 0 203+ 1.0 234+ 01 122+ 0.3 28.6 £ 0.2 0 36.2 4+ 0.8 329+ 04
CHOS5, H2 13.5+ 0.4 0 182+ 09 204+ 0.7 9.2+ 08 28,0+ 0.1 0 38.0 + 0.5 35.7 4+ 0.1

In toate cazurile, activitatea antifungicd a probelor a fost mai mare decat activitatea lor
antibacteriana. CHOS testati au prezentat activitate impotriva S. aureus, C. albicans si C. glabrata,

n timp ce 2-FPBA a fost foarte eficienta pe toate microorganismele testate. Tn cazul hidrogelurilor s-



a observat un efect sinergic, reprezentat mai ales de activitatea antifungicd impotriva C.
cladosporioides si A. brasiliensis. Desi s-au obtinut rezultate foarte bune impotriva S. aureus, nu s-a
distins un efect sinergic, 2-FPBA fiind Tn majoritatea cazurilor mai eficienta decat hidrogelurile.
Aproape toti compusii nu au prezentat activitate antibacteriana impotriva E. coli, probabil datorita
particularitatilor structurile ale acestei bacterii (Hufnagel et al., 2015).

Activitatea antimicrobiana a hidrogelurilor este o consecinta a particularitatilor lor structurale,
cat si morfologice. Prin urmare, din punct de vedere structural, hidrogelurile contin 2-FPBA, o
monoaldehida care s-a dovedit a avea activitate antifungica impotriva Aspergillus, Penicillium si
Candida. Datele din literatura arata ca 2-FPBA, datorita prezentei gruparilor hidroxil in structura sa,
este capabila si interactioneze cu acidul lipoteicoic din membrana celulard a microorganismelor,
ducénd la perturbarea acestora (Borys et al., 2019, Raafat et al. , 2008). Mai mult, hidrogelurile contin
CHOS, despre care se stie ca prezinta proprietdti antimicrobiene superioare, comparativ cu chitosanul
sl a caror activitate se bazeazd In principal pe natura lor cationica (Goy et al., 2009). Prin aceasta,
CHOS sunt capabile sa interactioneze electrostatic cu membranele celulare microbiene incarcate
negativ, provocand liza celulara (Tripathi et al., 2008). Pe de alta parte, activitatea hidrogelurilor este
legata si de morfologia lor foarte poroasa, care permite difuzarea componentelor hidrogelului in
mediu, prin distrugerea interactiunilor fizice (legituri de hidrogen) si covalente reversibile (legaturi
imind). Odata ajunse in mediu, componentele hidrogelurilor pot juca rolul pentru care au fost utilizate

n proiectarea hidrogelurilor, conducand la eficienta ridicata a hidrogelurilor.

Probe §. aureus E. coli C. albicans C. glabrata

CHOS20

CHOS30 || =




CHOS40 | |

CHOS50

CHOSTS | | =

CHOSI0 | |
0

Fig. 8 Poze obtinute in urma testarii activitatii antimicrobiene



A2.10 Determinarea biocompatibilitatii in vivo

Pentru a verifica efectele secundare ale administrarii hidrogelurilor in vivo, au fost efectuate
teste pe soareci, prin evaluarea modificarilor hematologice, biochimice si imunologice induse de
administrarea lor orala.

Rezultatele testelor hematologice, cuantificate prin determinarea numarului de eritrocite
(GR), hemoglobina (Hb) si hematocrit (Ht) nu au indicat modificari semnificative pentru animalele
carora le-au fost administrate hidrogelurile, comparativ cu lotul martor, nici la 24 de h, nici la 7 zile
in timpul experimentului (Fig. 9). Mai mult, analizand influenta hidrogelurilor asupra formulei
leucocitare (numar de limfocite, monocite, eozinofile si bazofile) (Fig. 9), s-a observat ca acesti
parametri raman 1n intervalul normal, similar cu valorile obtinute pentru grupul martor. Aceste date
indica absenta oricarei reactii inflamatorii sistemice, indicand lipsa de toxicitate a hidrogelurilor
sintetizate.

Pe de alta parte, parametrii sistemului imunitar (CO, PC si BC), care dau informatii legate de
modul in care hidrogelurile administrate sunt percepute de catre organism, raman la valori similare
ca la lotul martor, indicand inca o datd, absenta oricaror efecte secundare datorate administrarii
hidrogelurilor. Sunt cazuri in care, chiar daca formula leucocitara sau parametrii sistemului imunitar
raman in limite normale, functia renala sau hepatica au de suferit, din cauza efectelor secundare ale
substantelor administrate. De aceea, pe langa nivelurile plasmatice ale ureei si creatininei, au fost
evaluati si biomarkeri importanti asociati cu functia renald. Aceste date, alaturi de cele obtinute prin
monitorizarea activitatii ficatului, prin parametriit ALT, AST si LDH indica siguranta in utilizare a

materialelor testate pentru bioaplicatii.
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Fig. 9 Variatia parametrilor GR, Hb si Ht, a parametrilor sangelui: ALT, AST, LDH, uree,

creatinina si CO, CF si CB in cazul soarecilor carora li s-au administrat hidrogelurile in

comparative cu proba control (solutie salina). Valorile sunt exprimate ca medie aritmetica +

deviatia stanbdard pentru 6 soareci per grup.
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Fig. 10 Imagini de microscopie optica obtinute pe probe de tesut hepatic pentru soareci din lotul

martor comparativ cu cei carora li s-au administrat hidrogelurile

De asemenea, investigarea histopatologica a fragmentelor de tesut hepatic obtinute de la
soarecii tratati cu hidrogeluri, nu a evidentiat modificari substantiale ale arhitecturii normale a
ficatului, imaginile fiind asemanatoare cu cele obtinute din lotul martor, un alt semn al lipsei de
toxicitate a hidrogelurilor investigate (Fig. 10).

Prin urmare, hidrogelurile au dovedit un potential ridicat de utilizare ca biomateriale,
rezultatele in vivo indicand absenta oricaror modificdri semnificative in parametrii sanguini si
reactivitatea imuna a animalelor, dupd administrarea orala la soareci.

Pentru a evalua influenta hidrogelurilor asupra structurii si viabilitatii eritrocitelor, au fost
efectuate teste de hemocompatibilitate. Pentru comparatie, au fost investigate si controlul pozitiv -
Tritox X-100 si controlul negativ - apa distilata. Astfel, expunerea suspensiei de eritrocite la Triton
X-100 a fost urmata de 84,17+8,73% hemoliza, semnificativa statistic **p <0,01 comparativ cu
grupul martor.

Evaluarea impactului hidrogelurilor asupra eritrocitelor a aratat ca probele analizate CHOS20,
CHOS20-1, CHOS20-1,5, CHOS20-2 au condus la grade scazute de hemoliza de 2,22+0,14%;
3,06+£0,36%; 2,89+0,45% si respectiv 3,043+0,04% care indica, o bund biocompatibilitate a
hidrogelurilor (Tabel 4).



Tabel. 4
Hemocompatibilitatea in vitro a hidrogelurilor. Valorile sunt prezentate ca media + deviatia standard
pentru 6 soareci din grup. **p<0.01 semnificativ statistic vs controlul negativ

Grup Control Triton X-100 CHOS20 | CHOS20-1 | CHOS20-1.5 | CHOS20-2
% hemoliza | 024001 | 84.17+8.73** | 2.22+0.14 3.06+0.36 2.89+0.45 3.13+0.04

Astfel, au fost sintetizate si caracterizate 18 hidrogeluri prin reactia de condensare acida a
chitooligosaharidelor obtinute in prima etapa a proiectului, cu 2-FPBA. Obtinerea hidrogelurilor
a fost o consecinta a iminarii CHOS cu 2-FPBA si a autoasamblarii derivatilor obtinuti datorita
segregarii hidrofil-hidrofob. Sistemele au prezentat degradabilitate enzimatica ridicatd, adecvata
pentru bioaplicatii. Mai mult, hidrogelurile au fost biocompatibile, asa cum au demonstrat testele
in vivo pe soareci, toti parametrii evaluati — hematologici, biochimici si imunologici avand valori

normale, similare cu cele obtinute pentru grupul control.

Rezultatele acestei etape au fost diseminate prin participarea la doua conferinte
internationale cu comunicari orale si prin publicarea unui articol stiintific in revista Carbohydrate
Polymers, Q1, 1F=9,381. De asemenea, in urma participarii la una din conferinte a fost publicata
si 0 lucrare de tip proceeding in Progress in Organic and Macromolecular Compounds

Proceedings.

Astfel, avand in vedere atingerea obiectivelor propuse prin implementarea celor zece
activitati corespunzatoare acestei etape a proiectului, se poate concluziona ca gradul de realizare

a obiectivelor etapei a 11 a este de 100%.
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