
RAPORT ŞTIINŢIFIC FINAL 

al proiectului  

Hidrogeluri pe baza de chitooligozaharide pentru co-eliberarea unor agenti antivirali si 

antifungici 

 

Proiectul Hidrogeluri pe baza de chitooligozaharide pentru co-eliberarea unor agenti 

antivirali si antifungici a avut drept obiectiv general dezvoltarea unor noi sisteme de eliberare 

controlata a medicamentelor de tip hidrogel, capabile să elibereze simultan atât agenți 

antifungici, cât și antivirali, adecvați pentru tratamentul și profilaxia HIV, precum și pentru 

tratarea co-infectiilor asociate cu HIV-ul, cum ar fi: Candidoza. Ipoteza de la care a pornit 

prezentul proiect a constat in asocierea a trei elemente biologic active: (i) tenofovir – medicament 

cu activitate antivirala, aprobat de FDA pentru tratamentul și profilaxia HIV; (ii) 

chitooligozaharide (CHOS) – compusi cu solubilitate ridicata, biocompatibilitate îmbunătățită și, 

de asemenea, biodegradabilitate superioara chitosanului si (iii) aldehida boronica (2-FPBA), o 

monoaldehidă, care a dovedit deja capacitatea de a induce gelifierea chitosanului, formând 

hidrogeluri cu proprietăți antifungice puternice împotriva a două tulpini de Candida, atât pe 

plancton, cât și pe biofilm. Astfel, ideea proiectului a fost aceea de a obtine sisteme de eliberare 

controlata a tenofovirului cu efect retard, datorita interactiunilor care se dezvolta intre medicament 

si matrice, cu sanse reale de a fi aplicate. Acest subiect este o prioritate de top a Comisiei Europene 

HORIZON 2020, care subliniază „necesitatea de a dezvolta noi soluții și de a face posibilă 

încheierea epidemiei (HIV)”.  

Acest obiectiv general a fost divizat in patru obiective specifice, dupa cum urmeaza: 

1. Sinteza a cel putin trei chitooligozaharide, cu grade de polimerizare si hidrofilicitati 

diferite. 

2. Obtinerea a trei serii de hidrogeluri cu grade de reticulare si biodegradabilitati diferite 

3. Obtinerea de sisteme de co-eliberare a unor agenti antifungici si antivirali 

4. Diseminarea prin: (i) publicarea/trimiterea la publicare a cel putin doua articole in reviste 

cu factor de impact >5 si (ii) 3 prezentari la conferinte nationale/internationale 

 

Primul obiectiv al proiectului a fost realizat prin implementarea a patru activitati 

conform anexei II din contractul de finantare, care au facut obiectul primului raport de etapa.  



Astfel, au fost sintetizate sapte CHOS cu grade de polimerizare diferite prin reactia de 

depolimerizare a chitosanului in mediul omogen, sub actiunea acidului azotos obtinut in situ din 

acid acetic si azotit de sodiu. Chitooligozaharidele obtinute au fost caracterizate din punct de 

vedere structural prin FTIR si RMN si le-a fost determinata solubilitate. Probele au fost analizate 

si s-a decis obtinerea de hidrogeluri in reactia cu acid 2-formilfenil boronic (2-FPBA) pornind de 

la toate CHOS sintetizate, mai putin CHOS10, care are un grad de polimerizare prea mic pentru 

a genera hidrogeluri cu proprietati mecanice adecvate pentru aplicatii ulterioare. Gradul de 

realizare al obiectivului 1 a fost de 100%. 

 

Al doilea obiectiv al proiectului si-a propus sinteza si caracterizarea de hidrogeluri 

pe baza de chitooligozaharide (CHOS), obtinute, caracterizate si selectate in prima etapa a 

proiectului, si acid 2-fenilformilboronic (2-FPBA) prin implementarea a zece activitati conform 

anexei II din contractul de finantare. Rezultatele obtinute au fost prezentate pe larg in raportul 

etapei a doua.   

 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. Hidrogelurile au fost 

caracterizate din punct de vedere structural prin FTIR si RMN, din punct de vedere morfologic 

prin SEM, din punct de vedere al arhitecturii supramoleculare prin POM si WXRD, le-a fost 

determinat gradul de umflare in apa si PBS si de asemenea degradarea enzimatica in prezenta de 

lizozima. Testele reologice au demonstrat comportamentul de gel si tixitropia sistemelor obtinute. 

Mai mult, rezultatele testelor antimicrobiene (activitate de 8 microorganisme) si 

biocompatibilitatea hidrogelurilor, demonstrata prin teste in vivo pe soareci, au indicat potentialul 

ridicat al acestora pentru bioaplicatii.  

Astfel, gradul de realizare al obiectivului al doilea a fost de 100%, incepand totodata si 

activitatile de diseminare vizate la Obiectivul 4 prin participarea la doua conferinte 

internationale cu comunicari orale si prin publicarea unui articol stiintific in revista 

Carbohydrate Polymers. De asemenea, in urma participarii la una din conferinte a fost 

publicata si o lucrare de tip proceeding in Progress in Organic and Macromolecular 

Compounds Proceedings.  

 

 



Articol publicat in Carbohydrate Polymers 

 

 

 



Proceeding in Progress in Organic and Macromolecular Compounds Proceedings 

 



Al treilea obiectiv al proiectului Hidrogeluri pe baza de chitooligozaharide pentru co-

eliberarea unor agenți antivirali si antifungici si-a propus sinteza si caracterizarea unor sisteme 

de eliberare de medicamente prin încapsularea unui medicament antiviral – tenofovir in 

hidrogelurile sintetizate in etapa a-II-a (hidrogeluri pe baza de chitooligozaharide (CHOS) 

si acid 2-fenilformilboronic (2-FPBA)), prin implementarea a șase activități conform anexei II din 

contractul de finanțare. Pentru simplificare, sistemele de eliberare a medicamentelor vor fi numite 

in continuare formulări.  

Avand in vedere ca tenofovirul are o grupare de tip amina care ar putea reactiona cu 

gruparea aldehida de la 2-FPBA, a fost verificata aceasta posibilitate prin spectroscopie RMN. 

Spectrele RMN inregistrate pe amestecul celor doua componente in prezenta de acid acetic nu au 

prezentat alte semnale decat cele corespunzatoare delor doi compusi puri, fara aparitia altor 

semnale, indicand ca intre cele doua componente nu a avut loc o reactie chimica.  

In continuare, au fost sintetizate 12 formulari prin reactia de condensare acida a 

oligomerilor obtinuti in etapa 1 a proiectului, cu 2-FPBA in prezenta medicamentului antiviral 

tenofovir.  

Caracterizarea structurala a sistemelor obtinute a fost realizata prin spectroscopie RMN si 

FTIR. Ambele metode au indicat formarea legaturilor imina intre oligomeri si 2-FPBA, chiar si in 

prezenta medicamentului. De asemenea, in spectrele RMN si FTIR ale sistemelor rezultate au fost 

prezentate si semnale care indica prezenta tenofovirului.  

Caracterizarea supramoleculara a formularilor s-a facut prin inregistrarea difractogramelor 

de raze X la unghi larg, comparativ cu sistemele fara medicament sintetizate in etapa a doua a 

proiectului si cu medicamentul pur. Determinarile au fost facute pe xerogeluri, materialele obtinute 

in urma liofilizarii hidrogelurilor. Prin comparație cu oligomerii, difractogramele xerogelurilor de 

referință au indicat o arhitectură supramoleculară mai ordonată, atribuită segregării 

hidrofil/hidrofob a derivaților de chitooligozaharide, așa cum s-a demonstrat anterior pentru 

sistemele bazate pe chitosan și monoaldehide. Nu au fost observate modificări semnificative în 

difractogramele formulărilor. Mai precis, nu a fost detectat niciun maxim din difractograma TNF, 

ceea ce indică faptul că medicamentul a fost încapsulat la nivel submicrometric în matricea de 

hidrogel.  

Microscopia de baleiaj (SEM) a indicat morfologia poroasa a formularilor si a permis 

determinarea starii in care medicamentul se gaseste incapsulat in hidrogeluri. Absenta cristalelor 



de dimensiuni micrometrice indica o distributie uniforma si fina a TNF-ului in matricea de 

hidrogel, confirmand datele de raze X.  

Prin microscopie optica in lumina polarizata s-a evidentiat birefringenta formularilor in 

acord cu arhitectura lor foarte ordonata demonstrata anterior prin difractie de raze X. imaginile 

POM au afisat o textura birefringenta continua, fara cristale evidente, indicand inca o data 

distributia uniforma a medicamentului in matricea de hidrogel. S-a incercat si cartografierea 

RAMAN a formularilor insa din cauza faptului ca semnalele spectrale ale matricei si a 

medicamentului se suprapun, datele nu au fost concludente.  

Capacitatea de eliberare a TNF-ului din formulari reprezentative a fost evaluată prin 

spectroscopie UV-VIS, investigând influența particularităților sistemelor, consecință a diferitelor 

compoziții ale acestora: lungimea oligomerilor și conținutul diferit de aldehida pentru eliberarea 

medicamentului TNF. Toate probele au eliberat TNF-ul cu viteze diferite în funcție de 

particularitățile lor intrinseci: S1 a eliberat medicamentul încapsulat cu cea mai mare viteza 

datorită solubilității mai mari a oligomerilor, in timp ce proba S12 a eliberat medicamentul 

incapsulat cel mai lent. Așa cum era de așteptat, toate celelalte probe au avut viteze intermediare 

de eliberare. 

Este cunoscut faptul că procesul de eliberare a unui medicament este unul complex, 

depinzand de mulți factori, cum ar fi: (i) particularitățile intrinseci ale matricii, (ii) 

hidrofobicitatea/hidrofilicitatea medicamentului și (iii) interacțiunile dintre matrice și 

medicamentul încapsulat. Prin urmare, pentru a înțelege procesul de eliberare a TNF-ului din 

matricea de hidrogel și pentru a evalua factorii determinanti care guvernează acest proces, datele 

cinetice au fost fitate cu diferite modele matematice precum: modelul cinetic de ordinul zero, 

modelul cinetic de ordinul întâi, Korsmeyer-Peppas, Higuchi și Hixson Crowell. Toate datele 

obtinute au indicat faptul că eliberarea medicamentului încapsulat în aceste formulări este un 

proces complex care evoluează în timp, în prima etapă dizolvarea și difuzia medicamentului fiind 

forța motrice, în timp ce în a doua etapa, dizolvarea și eroziunea matricei câștigand o importantă 

mai ridicata. 

Ulterior, a fost evaluat preliminar efectul antiviral prin testare „in vivo” pe șobolani. Testele 

au presupus evaluarea hemocompatibilitatii formularilor, a biocompatibilitatii lor si nu in ultimul 

rand influenta formularilor asupra unor markeri ai sistemului imunitar.. Avand in vedere ca in 

literatura s-a raportat ca, TNF-ul in combinatie cu agenți antimicrobieni poate duce la creșterea 



toxicității renale, au fost evaluate și modificările nivelurilor serice ale ureei și creatininei, markeri 

importanți pentru funcționalitatea rinichilor. Administrarea formulărilor nu a fost asociată cu 

modificări semnificative ale ureei și creatininei în comparație cu grupul de control, indicând lipsa 

nefrotoxicitatii. 

Toate datele obtinute in urma testelor in vivo relevă faptul că formulările prezintă 

biocompatibilitate, evidențiată prin absența modificărilor hematologice, a transaminazelor 

hepatice, a lactatului dehidrogenazei, ureei și creatininei. Astfel, încorporarea aldehidei 

antifungice 2-FPBA ca agent de reticulare a oligomerilor de chitosan, pentru a acționa ca matrice 

pentru încapsularea TNF, este benefică pentru a asigura prevenirea/tratarea co-infecțiilor asociate 

HIV și HIV fără a avea un efect toxic. 

 De asemenea, pentru a evalua efectul antiviral al TNF-ului in hidrogeluri, s-au monitorizat 

si doi markeri ai sistemului imunitar: - nivelul seric al interleukinei 6 (IL-6) și valoarea factorului 

de necroză tumorală alfa (TNFα). Formularile pe baza de TNF au prezentat valori puțin mai 

ridicate decât martorul fără TNF, de 22,5 vs. 18 si respectiv 2585 vs 2530, datorita efectului 

antiviral al medicamentului. 

 

Astfel, au fost sintetizate si caracterizate 12 sisteme de eliberare a medicamentelor prin 

reacția de condensare acida a chitooligozaharidelor obținute in prima etapa a proiectului, cu 2-

FPBA, in prezenta tenofovirului ca medicament antiviral. Obținerea sistemelor a fost o 

consecința a iminarii CHOS cu 2-FPBA si a autoasamblarii derivaților obținuți datorita 

segregării hidrofil-hidrofob, in prezenta medicamentului. Sistemele au prezentat o distribuție 

uniforma a medicamentului încapsulat. Mai mult, hidrogelurile au fost biocompatibile, așa cum 

au demonstrat testele in vivo pe șoareci, toți parametrii evaluați – hematologici, biochimici și 

imunologici având valori normale, similare cu cele obținute pentru grupul control.  

 Rezultatele acestei etape au fost diseminate prin participarea la doua conferințe 

internaționale cu comunicări orale, prin publicarea unui articol științific in revista Cellulose 

Chemistry and Technology si prin trimiterea unui articol, in curs de evaluare la revista 

Carbohydrate Polymers.  

Astfel, se poate concluziona ca  gradul de realizare al obiectivului 3 este de 100%, 

rezultatele obținute in etapa a treia a proiectului ducând si la îndeplinirea Obiectivului 4, prin 

participarea la doua conferințe internaționale si prin publicarea unui articol științific in revista 



Cellulose Chemistry and Technology si prin trimiterea unui articol, in curs de evaluare la revista 

Carbohydrate Polymers. 

Articol publicat in Cellulose Chemistry and Technology 

 



 In concluzie, cele patru obiective ale proiectului au fost realizate in proporție de 100%, 

indicatorii propuși au fost de asemenea realizați prin publicare a doua articole in reviste cu 

factor de impact cumulat >10 si prin trimiterea unui al treilea articol aflat in evaluare la revista 

Carbohydrate Polymers si prin participarea la patru conferințe internaționale cu comunicări 

orale.  

 Rezultatele acestui proiect ar trebui ar trebui sa aibă un impact puternic din punct de 

vedere științific, medical și socio-economic, rezultatele proiectului având atât relevanță 

fundamentală, cât și aplicativă. Sistemele obținute prezintă un potențial ridicat pentru aplicații, 

datorită designului lor unic, implicând trei componente bioactive legate între ele prin legături 

imina sau fizice reversibile, având șanse reale de a influența în mod pozitiv calitatea vieții 

persoanelor care suferă de HIV dar și siguranța umană, prin efectul profilactic. 

Principalul rezultat al proiectului este reprezentat de publicații, un articol fiind deja 

publicat in Carbohydrate Polymers (Q1, FI=10,723) si un al doilea fiind in evaluare la același 

jurnal. 

 

 

 

 

 

 

 


