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Introducere

Chitosanul, a carui istorie incepe incd din 1859, este un biopolimer natural
derivat din chitina, un component principal al resturilor de crustacee, exoscheletele
insectelor si unele tipuri de fungi. Acesta a atras o atentie speciala in domeniul
aplicatiilor biomedicale, datorita proprietétilor sale unice si potentialelor beneficii,
generate de structura sa chimica. Biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, toxicitatea
redusd si proprietatile antimicrobiene il recomandaca un candidat atractiv pentru o gama
largd de aplicatii medicale, cu accent pe vindecarea ranilor, sisteme de transport al
medicamentelor, ingineria tisularasi terapia genica. Cu toate acestea, chitosanul prezinta
si un dezavantaj, solubilitatea sa limitata n medii apoase neutre sau bazice, aspect ce
poate Tmpiedicaeficacitatea sa pentru anumite aplicatii biomedicale. Aceasta limitare a
condus la dezvoltarea derivatilor de chitosan solubili in apd, al caror scop a fost sa
pastreze proprietatile benefice ale chitosanului, in timp ce depésesc bariera indusa de
solubilitatea restransa la mediul acid.

Solubilitatea limitatd in apa a chitosanului deriva din structura sa chimica, care
faciliteaza formarea de legaturide hidrogen intra- si inter-moleculare, si in consecinta
un grad mare de cristalinitate. Derivatii de chitosan solubiliin apa sunt creati pentru a
depési aceasta problema, prin modificarea chimica a structurii chitosanului, fara insda
afecta catena principald. Aceste modificari pot implica metode precum grefarea,
carboxialchilarea sau cuaternizarea, tehnici care introduc grupari care imprima
solubilitate in apa sau modifica distributia globald a sarcinilor macromoleculei de
chitosan.

Derivatii de chitosan solubili in apad ofera mai multe avantaje distincte pentru
aplicatiile biomedicale. in primul rand, acestia pot fi usor incorporati in solutii apoase,
facilitand integrarea lor in formulari pentru sisteme de transport al medicamentelor,
pansamente pentru rani si hidrogeluri cu multiple functionalitati. Solubilitatea lor
imbunatatita favorizeaza eliberarea controlata a compusilor bioactivi, conducéand la o
biodisponibilitate si eficacitate imbunatititd. In plus, acesti derivati pot imbunatati
interactiunile cu moleculele biologice, cum ar fi proteinele si acizii nucleici, aspect
benefic pentru aplicatii precum terapia genica si ingineria tisulara. Natura lor solubild in
apa favorizeazi, de asemenea, compatibilitatea lor cu sistemele biologice, reducand
potentialul aparitiei reactiilor adverse si imbunatitind biocompatibilitatea.

Tn acest context, teza de doctorat a avut ca scop principal obtinerea unor derivati
de chitosan solubili in apa si a unor materiale pe baza acestora, viznd aplicarea lor in
domeniul biomedical. Atingerea obiectivului general a fost urmarita in stransa legatura
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cu obiectivele specifice propuse la Tnceputul stagiului: O1 — Obtinerea de chitosan
cuaternizat cu un grad de cuaternizare care sa asigure un echilibru intre solubilitate si
proprietéti, cu referire specifica la biocompatibilitate; O2 — Design-ul si obtinerea unor
materiale pe baza de chitosan cuaternizat, cu aplicatii biomedicale distincte, in acord cu
necesitatile societatii contemporane si O3 — Dezvoltarea unei noi metode de modificare
chimica a chitosanului, pentru a obtine derivati cu solubilitate imbunatatita si potential
aplicativ.

Asadar, teza de doctoratintitulatd,, Derivati de chitosan solubili in apd pentru
aplicatii biomedicale” a fost conceputd si condusa astfel: (i) Sinteza si caracterizarea
unor hidrogeluri pe baza de chitosan cuaternizat si o monoaldehida naturala si evaluarea
potentialului de a utiliza aceste materiale ca geluri biocide dezinfectante; (ii) Obtinerea
si caracterizarea unor nanofibre binare de chitosan/chitosan cuaternizat prin tehnica de
electrofilare, cu rol potential in medicina regenerativa si ingineria tisulara; (iii)
Obtinerea si caracterizarea unor nanofibre compozite pe baza de imino-
chitosan/chitosan cuaternizat i investigarea acestora cu rol de pansamente hemostatice
capabile sd contribuie la vindecarea ranilor si (iv) Sinteza si caracterizarea unor noi
derivati de chitosan, prin grefarea unor lanturi de poli(trimetilen carbonat) si
investigarea proprietatilor esentiale pentru aplicatii biomedicale.

Teza este structurata in douad parti principale care cuprind cinci capitole: Partea
I include Capitolul I,in care sunt prezentate succint datele de literaturd relevante pentru
tema studiata si Partea Il ce cuprinde Capitolele I1, 111, IV Tn care sunt expuse
rezultatele obtinute in urma cercetarii proprii si Capitolul VV ce include prezentarea
materialelor, tehnicilor si echipamentelor si datelor experimentale suplimentare.

Capitolul I este destinat prezentarii datelor de literatura cu privire la tehnicile
generale abordate pentru obtinerea derivatilor de chitosan solubili in apa, cu accent pe
obtinerea chitosanului cuaternizat. De asemenea, au fost prezentate si informatii
referitoare la stadiul actual al cercetérii in domeniul hidrogelurilor si al nanofibrelor pe
baza de chitosan cuaternizat utilizate in domeniul biomedical.

Tn Capitolul 11 sunt prezentate date despre obtinerea si caracterizarea unor saruri
cuaternare de chitosan si ulterior a hidrogelurilor pe baza de chitosan cuaterizat si
salicilaldehida, concepute pentru utilizarea ca geluri dezinfectante biocide. A fost
realizata atat caracterizarea completd a hidrogelurilor din punct de vedere structural,
supramolecular si morfologic, catsiinvestigareaproprietatilor relevante pentru aplicatia
vizatd, precum bioadezivitatea, activitatea antibacteriand, biodegradabilitatea si
biocompatibilitatea in vivo.

Capitolul 111 este divizat in doud subcapitole; primul descrie obtinerea de
nanofibre de chitosan/chitosan cuaternizat, iar cel de-al doilea vizeaza extinderea
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design-ului prinincluderea vanilinei bioactive. Primul subcapitol evidentiazd potentialul
obtinerii de nanofibre binare fara defecte, pornind de 1a un amestec de electrofilare care
contine poli(etilen oxid) cu rol de agent de co-filare, pas urmat de eliminarea lui
selectiva si totala din fibre. Fibrele au fost complet caracterizate din punct de vedere
structural, morfologic si termic si au fost investigate in vederea evaluarii
comportamentului acestora in mediu apos, activitatea antibacteriand, muco- si
bioadezivitatea, biodegradabilitatea, cat si biocompatibilitatea lor in vitro si in vivo. Cel
de-al doilea subcapitol trateaza obtinerea de fibre incapsulate in situ cu vanilina, prin
reactia de iminare a acesteia atdt cu chitosanul, cét si cu derivatul cuaternizat. De
asemenea, a fost realizata caracterizarea completa a fibrelor prin tehnicile mentionate
anterior. Aplicatia urmarita pentru aceste fibre a fost de pansamente hemostatice cu rol
in vindecarearanilor, iar in acest sens a fost evaluati cinetica de eliberare a vanilinei,
activitatea antioxidantd a fibrelor, si capacitatea acestora de sorbtie si coagulare a
sangelui, cat si de aderare a celulelor rosii.

Tn Capitolul 1V este prezentati obtinerea unuinou derivat de chitosan solubil in
apa, prin grefarea de lanturi de poli(trimetilen carbonat) pe catena principala a acestuia.
Metoda de grefare a fost bazata pe capacitatea gruparilor hidroxil ale chitosanului de a
actionaca 1n reactia de polimerizare cu deschidere de ciclu a trimetilen carbonatului.
Au fost evaluate diferite conditii de reactie in raport cu proprietatile derivatilor obtinuti,
pentru a obtine un raport optim solubilitate / proprietati. Compusii care au prezentat
solubilitate in apa au fost supusi caracterizarii structurale, morfologice si de suprafata si
a fost evaluatd biodegradabilitatea si biocompatibilitatea in vitro a acestora.

Capitolul V prezintd pe larg partea experimentald care sustine rezultatele
prezentate Tn capitolele anterioare si cuprinde materialele, echipamentele si tehnicile
utilizate pe parcursul studiilor efectuate. De asemenea, sunt descrise protocoalele de
sintezd si de lucru, precum si informatii suplimentare celor redate in capitolele
precedente, precum spectre, grafice si imagini.

Teza se Incheie cu prezentarea activitdtii de diseminare realizatd pe parcursul
celor trei ani de studii doctorale, sustinerea financiara care a contribuit la realizarea
studiilor, mobilitatile efectuate pe perioada doctoratului si bibliografia consultata in
vederea insusirii de noi informatii si pentru interpretarea corecta a rezultatelor proprii.



Capitolul 11
Hidrogeluri pe baza de chitosan cuaternizat

I1.1. Introducere

Evenimentele globale recente, cum ar fi pandemiade COVID-19, au evidentiat
importanta cruciala a practiciloradecvate de igiena si nevoia de dezinfectanti eficienti
pentru a preveni infectiile cu bacterii si virusuri. Compusii cuaternari de amoniu sunt
ingrediente bine-cunoscute ale dezinfectantilor fara alcool, fiind capabili sa
interactioneze cu membranele bacteriilor, Insd exista anumite preocupari cu privire la
ciclul lor de viata si impactul asupra mediului inconjurator, precum si sustenabilitatea
limitatd in obtinerea lor [1]. O alternativa promitatoare este utilizarea sarurilor
cuaternare de amoniu ale chitosanului, care prezinta avantajele originii naturale, bio- si
mucoadezivitate, biodegradabilitate si biocompatibilitate, avand totodata activitate
antibacteriand cu spectru larg [2]. Mai mult, studii recente au raportat activitatea
antivirala a clorurii de N-[(2-hidroxi-3-trimetilamoniu)propil] chitosan (HTCC)
Tmpotriva coronavirusurilor, inclusiv SARS-CoV-2 [3]. Luand Tn considerare toate
aceste aspecte, scopul prezentului studiu a fost obtinerea de hidrogeluri biocompatibile,
biodegradabile si bactericide, pe baza de chitosan cuaternizat (HTCC) reticulat cu
salicilaldehida (SA) prin legituri reversibile imind. Alegereasalicilaldehidei s-a bazat
pe originea sa naturald si pe capacitatea sa de a forma legaturi imina cu chitosanul [4].
Hidrogelurile obtinute au fost complet caracterizate din punct de vedere structural,
morfologic, supramolecular si reologic. Pentru aplicatia vizatd, a fost evaluata
activitatea lor antibacteriana intr-o maniera dependentd de timp, precum si
biocompatibilitatea in vivo si degradarea in sol (Schema I1.1).

Investigare:
Sy ; : ———
Condensare acidd si  Mecanism de reticulare
formarea de legaturi Morfologi
imina reversibile ortologle Hidrogeluri
Chitosan J——— Reologie biocide
cuaternizat | Capacitate de
" —> umflare
ks > Bioadezivitate
Salicilaldehida == Activitate

antimicrobiana

Biocompatibilitate
in vivo
Biodegradare

Schema I1.1. Plan experimental pentru obtinerea si caracterizarea hidrogelurilor.
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I1.2. Rezultate si discutii

Derivatizarea chitosanului cu 43% grupari cuaternare de amoniu conferdacestuia
solubilitate in apa, permitand astfel prepararea hidrogelurilor in medii cu pH neutru,
adecvate pentru aplicatii invivo. Prin utilizarea reactiei de condensare acida a gruparilor
amino libere ale HTCC-ului cu functionalitatea aldehidd a salicilaldehidei, a fost
obtinutd o serie de 15 hidrogeluri, utilizand rapoarte molare ale gruparilor functionale
NH2/CHO de la 1/1 panala 15/1. Hidrogelurile au fost notate cu HS, urmat de o cifra
care reprezinta raportul molar dintre componente. Studiile anterioare au demonstrat ca
reticularea chitosanului cu monoaldehide are loc caurmare a trei procese concomitente:
(i) reactia gruparilor amino ale chitosanului cu gruparea aldehida pentru a forma unitati
imina (Schemall.2b); (ii) auto-asamblarea unitatilor imina apartinand la diferite lanturi
de chitosanin clusteri (Schema I1.2¢) si (iii) dezvoltarea de noi forte intermoleculare
[4,5]. Pentru a verifica daca aceeasi strategie generala se aplica si sarurilor cuaternare
ale chitosanului, hidrogelurile obtinute au fost analizate prin metode specifice,
monitorizand aparitia proceselor mentionate.

OH OH OH
7 imo
5 o o + So—w| 0 O
HO o 0 ~=—'HOo %o
NH] NH OH 41,0 NH
}(m a é“"uo
+ —
N ¢ Ja
N
N s \ ~
Clorura de N-[(2-hidroxi-3-
trimeti iu)propil] chi licilaldehida (SA) Imino-salicil HTCC (HS)

(HTCC)

b c
Schema 11.2. b) Reactia de iminarz dintre HTCC si SA; c¢) Reprezentarea schematic)é a proceselor
de auto-asamblare care guverneaza hidrogelarea.

SpectroscopiaH-RMN si FTIR, pe de o parte, si difractia de raze X si imaginile
POM, pe de alta parte, au indicat ca hidrogelarea chitosanului cuaternizat cu
salicilaldehidd a avut loc datorita reactiei de iminare concomitent cu auto -asamblarea
unitatilor imina in clusteri hidrofobi stratificati, care joacdrolul de noduride reticulare.
Mai mult, structurile chimice ale HTCC si SA au favorizat aparitia unor forte
intermoleculare puternice, favorizand hidrogelarea chiar si ih cazul utilizarii cantitatilor
mici de SA.

Investigarea reologica a cineticii de gelifiere a derivatilor salicil-imino-HTCC a
aritat faptul ca procesul are loc in doui etape. In primele 15 minute, modulul elastic,
G’, a crescut rapid, amplitudinea acestei cresteri depinzand de gradul de iminare. Apoi,
a fost observata o evolutie liniara a modulului, indicand o reorganizare lentd a retelei de
hidrogel. Mai mult, valorile modulului de platou (GO0) ale derivatilor imino-HTCC nu s-
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aumodificat semnificativ laincilzire, spre deosebire de cazul HTCC-uluipur, lucru care
aratd ca interactiunile intermoleculare din HTCC se diminueaza pe masurd ce
temperatura creste.

Capacitatea de auto-vindecare a hidrogelurilor a fost evaluata prin reometrie
dinamica, dar si vizual, prin injectarea a doua hidrogeluri intr-un flacon, unul martor,
compus numai din HTCC si SA si altul care contine si Rodamind B, pentru un contrast
maibun (Fig. I1.4). Testul tubuluiinversat a permis observareavizuala a conectirii celor
doua hidrogeluri. Mai mult, hidrogelul a fost capabil sa se reformeze complet dupa ce a
fost distrus mecanic si imprastiat pe peretii recipientului, fapt confirmat si prin testul
inversarii tubului. Astfel, acest test a demonstrat atat capacitatea de auto-vindecare a
hidrogelurilor salicil-imino-HTCC, cét si capacitatea lor de a fi usor injectate,
caracteristici importante in vederea aplicarii ca materiale bactericide topice, deoarece
permit depozitarea acestora intr-un tub si aplicarea usoara pe piele.

- S

Figura 11.4. Imagini care demonstreaza capacitatea de auto-vindecare a hidrogelurilor analizate
(proba reprezentativa HS3).

Una dintre imbunatatirile semnificative aduse de legarea unitatilor cuaternare de
amoniu pe structura de baza a chitosanului este imbunatatirea proprietatilor adezive [2].
Forta adeziva a hidrogelurilor a fost masurata fata de pieleade puica model de tesut, in
comparatie cu un gel igienic disponibil comercial (pe baza de alcool si carbomer) (Fig.
11.7b). Cea mai mare forta adeziva (0,46 N) a fost obtinutd pentru hidrogelul cu cel mai
mare grad de iminare, iar valorile au scazut pe masurd ce gradul de iminare a scazut,
ajungand la 0,13 N pentru proba HS5. In comparatie cu hidrogelul antibacterian
comercial, HS1 a fost semnificativ statistic maiaderent (p<0,0001), HS3 nu a condus la
diferente semnificative statistic, iar HS5 a fost mai putin aderent (p<0,5). Aceste date
demonstreaza potentialul ridicat al hidrogelurilor studiate pentru a fi utilizate ca
dezinfectanti, prezentind o adeziune pe piele similara cu gelurile deja utilizate pe scara
largd de catre consumatori.
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Figura 11.6. a) Adezivitatea hidrogelului HS3, investigatd pe piele umana si b) Forta adeziva
masuratd pe piele de pui ca tesut model (**** p<0,0001; * p<0,5).

Proprietatea cea mai relevantd pentru aplicatia vizatd este activitatea
antimicrobiani a hidrogelurilor. In cazul tulpinii bacteriene Gram-pozitive reprezentati
de S. aureus, proba cu cel mai mare grad de iminare (HS1) a fost cea mai eficient,
suprimand complet cresterea bacteriilor dupa 15 minute, cu o viabilitate celulard a
bacteriilor mai mica de 20% dupa 5 minute (Fig. 11.7a). In cazul coloniilor bacteriene
Gram-negative reprezentate de E. coli, s-a observat ca toate hidrogelurile au fost
capabile sd suprime cresterea celulelor bacteriene cu peste 60% in primele 15 minute,
iar efectul a crescut Tn timp panala o viabilitate de 1% dupa 6 ore si 0% dupa 24 de ore
(Fig. 1.7b).
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Figura 11.7. Evaluarea activitatii antimicrobiene a hidrogelurilor impotriva a) S. aureus si b) E.
coli.

Hemocompatibilitatea hidrogelurilor studiate a fost investigatd ex vivo prin
masurarea procentului de hemoliza atunci cand probele au fost in contact cu sange
prelevatde lasoareci, in comparatiecu Triton X-100 si ser fiziologic (SF), utilizate drept
control pozitiv si, respectiv, negativ [6]. Nu s-au observat deviatii semnificative statistic
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pentru hidrogeluri (~2,75%) comparativ cu serul fiziologic, fapt ce sugereaza ca
hidrogelarea cu SA nu a condus la materiale cu efect distructiv asupra celulelor rosii.

Toxicitateaacutd si sistemica a hidrogelurilora fostinvestigata in vivo pe soareci,
prin aplicarea locald a unor plasturi sterilizati imbibati cu hidrogeluri pe pielea acestora,
folosind ser fiziologic (SF) drept control negativ. Utilizarea hidrogelurilor HS1, HS3 si
HS5 nu a produs modificari semnificative din punctde vedere hematologic, biochimic
si imunologic si nu a influentat in mod evident anumiti parametri specifici ai s tresului
oxidativ, comparativ cu utilizarea plasturilor imbibati cu solutie salina. Aceste date
indica faptul ca hidrogelurile investigate au o bunad biocompatibilitate in vivo si nu
prezinta riscuri potentiale in vederea aplicatiilor biomedicale, fie in contact direct cu
pielea, fie pentru dezinfectarea suprafetelor.

Capitolul 111
Nanofibre pe baza de chitosan cuaternizat

I11.1. Nanofibre binare de chitosan/chitosan cuaternizat

111.1.1. Introducere

Nanofibrele pe baza de chitosan reprezinta unul dintre subiectele de mare interes
in comunitatea stiintifica, datoritd morfologiei specifice asemdndtoare cu cea a
tesuturilor naturale, fiind astfel potrivite pentru numeroase aplicatii biomedicale [7,8].
Desi avantajele lor sunt numeroase, fibrele de chitosan sunt dificil de obtinut prin
electrofilare, din cauza caracterului policationic al chitosanului, iar pentru depasirea
acestei dificultati s-arecurs la utilizarea agentilor de co-filare precum poli(etilen oxid)-
ul sau alcoolul polivinilic [7]. Dezavantajul major al acestor fibre Tl constituie utilizarea
de agenti de cofilare sintetici, lipsiti de biodegradabilite, care limiteaza aplicarea lor in
vivo. In acest context, scopul studiului a fost obtinerea de nanofibre binare de chitosan
(CS) si chitosan cuaternizat (HTCC), cu aplicatii potentiale in biomedicina, precum
ingineria tisulard si medicina regenerativa, dar nu numai. In vedea atingerii acestui scop,
s-a pornit de laun amestec ternar care contine poli(etilen oxid) (PEO) cu rol de agent de
co-filare, pas urmat de eliminarea lui selectiva din nanofibre prin spdlare intr-un
nonsolvent pentru ceilalti doi componenti (Schema III.1).
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I11.1.2. Rezultate si discutii

Fibre binare de chitosan/HTCC au fost preparate prin electrofilarea unor solutii
ternare de CS/HTCC/PEO, in diferite rapoarte de masa intre componente, dar pastrand
mereu constant procentul de PEO (CS-HTCC/PEO =4/1,m/m), iar eliminareaagentului
de sacrificiu PEO a fost realizata prin imersarea fibrelor in etanol uscat anterior pe site
moleculare (Schema I11.2) [9].
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Schema I11.2. Reprezentarea schematicd a obtinerii fibrelor binare de CS/HTCC.

Strategia s-a dovedit a fi eficientd, deoarece in urma electrofilarii si indepartarii
PEO-ului, au fost obtinute fibre cu o morfologie neteda, fara defecte, chiar si la
concentratii ridicate de HTCC, care au format o retea tridimensionala cu pori
interfibrilari cu dimensiuni de sub 2 pm (Fig. I11.1).
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Figura 111.1. Imagini SEM ale fibrelor binare de CS/HTCC.

Caracterizarea supramoleculard a nanofibrelor binare de CS/HTCC a fost
realizata cu ajutorul difractiei de raze X la unghilarg. Difractogramele au indicat natura
semicristalind a fibrelor, fapt datorat alinierii lanturilor macromoleculare pe parcursul
procesului de electrofilare (Fig. 111.3a). Profilul difractogramelor este ocarecum similar
celui caracteristic derivatului cuaternizat, sugerand perturbarea retelei de legaturi de
hidrogen inter- si intra-moleculare, in concordantd cu aparitia fortelor repulsive
puternice Tntre sarcinile pozitive permanente.
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Figura 111.3. a) Difractogramele de raze X si d) Derivatele curbelor ATG (C-PEO — reprezinta
fibrele de chitosan/PEO).

Analiza termogravimetrica (ATG) a fost utilizatd atat pentru a confirma
eliminarea PEO-ului din fibre, cét si pentru a evalua stabilitatea lor termica. Curbele
ATG si derivatele acestora inregistrate pentru fibrele binare prezintd doua etape
principale de pierdere in greutate, prima cu maximul la aproximativ 100 °, atribuita
evaporarii urmelor de apa si a douala 270 °, caracteristica scindérilor legaturilor ¢ din
lanturile de chitosan (Fig. 111.3d). Stadiul de degradare caracteristic PEO-ului, in
intervalul 300-400 ° [10], este absent Tn cazul fibrelor binare, confirmand astfel
eliminarea selectiva gi totala a acestuia.
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Pentru a simula comportamentul nanofibrelor in medii de pH variabil,
caracteristic organismelor vii, a fost realizat un experiment de biodegradare Tn medii al
caror pHavariatsimilar cu cel al exsudatului ranilor pe parcursul perioadei de vindecare
[11]. La pH bazic de 8,5, intélnit cel mai adesea in prima zi de la formarea unei
rani/arsuri, pierdereamasica a fibrelor a atins valori de aproape 18%, a crescut usor pana
la 25% pe parcursul a 14 zile si a crescut brusc pana la 100% in mediu de pH 5,5,
caracteristic dermei (tesut sanatos) (Fig. 1ll.4d). Asadar, nanofibrele binare de
chitosan/HTCC sunt candidati ideali pentru a fi aplicate ca bandaje resorbabile in
tratarea ranilor, degradandu-se complet doar dupa parcurgerea tuturor etapelor
caracteristice vindecarii ranilor, cind pH-ul revine la valoarea normala.
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Figura 111.4. Pierderea in greutate a probelor in d) solutie de lizozima la diferite valori de pH,
pentru proba CG7 si e) Curbele DVS.

Pentru a evalua capacitatea fibrelor de a retine umiditatea, au fost realizate
experimente de sorbtie a vaporilor de apa in regim dinamic (DVS). Fibrele cu cel mai
ridicat continut de HTCC (CGl) au atins valori ale capacitatii maxime de sorbtie a
umiditatii de 63% intr-un mediu cu umiditate relativd (RH%) de 85%, valori care au
scazut o data cu scaderea continutuluide HTCC, panéd la 41% pentru CG19, si la numai
35% pentrufibrele de chitosanC[12]. O altd caracteristica importantd observata in urma
efectuarii experimentelor DVS este capacitatea fibrelor de a desorbi complet umiditatea
retinutd pe parcursul ciclului de scadere a RH-ului, evidentiind astfel respirabilitatea lor,
proprietate importantd pentru aplicarea ca pansamente.

Fibrele au fost supuse testelor mecanice si au fost analizate curbele stres-
deformare. Fibrele de chitosan suporta un stres maxim la tractiune de 33,7 MPa nainte
derupere [13]. Aceasta valoare a crescut considerabilla 49,39 MPa pentru CG3, scazand
apoila 29,9 MPa pentru NCG7 si 24,1 MPa pentru NCG19. Lipsa unei corespondente
intre rezistenta la tractiune (TS) si continutul de HTCC poate fi cauzatd de orientarea
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aleatorie a fibrelor si de variatia dimensiunii porilor inter- si intra-fibrilari creati prin
indepartarea PEO-ului. Fibrele au rezistat la modificari de forma fara deteriorari,
atingdnd valori de alungire la rupere (EB) de la 5 pana la 9,14%. Cea mai mica valoare
a fost Inregistrata pentru proba CG19 si nu exista o relatie clara intre continutul de
HTCC si EB, atribuita aceleiasi distributii neregulate a fibrelor. Pe de alta parte, o
crestere clarda a modulului lui Youngde la 8 N/m? pentru C la 19 N/m? pentruCG3 a
sugerat faptul ca HTCC-ul potenteaza elasticitatea fibrelor, posibil datorita influentei
sale asupra gradului de cristalinitate, dupd cum a indicat difractia de raze X.

_— CG3 CG7——CG19——C

Stres (MPa)

: De‘%ormsare (ﬁ%) 7
a) b)

Figura 111.7. a) Imagini ale fibrelor, confirmand proprietitile lor mecanice superioare, si
adezivitatea fata de diverse suprafete si b) Curbele stres-deformare ale nanofibrelor investigate.

In ceea ce priveste activitatea antimicrobiana, cantititi mici de probe care contin
HTCC au inhibat cresterea E. coli si S. aureus in mai putin de 6 ore si, respectiv, 24 h,
intimp ce fibrelepe baza de chitosan au prezentat un efect antimicrobian limitat. Testate
pe fibroblasti dermici umani normali, probele au aratat citocompatibilitate adecvata
pentru aplicare ca dispozitive medicale, Tn timp ce testarea in vivo pe sobolani prin
implantare subcutanatd a demonstrat lipsa toxicitatii asupra sangelui, ficatului si
rinichilor, cit si asupra tesuturilor la locul de implantare si lipsa efectului nociv asupra
sistemului imunitar.

I11.2. Nanofibre compozite pe bazi de imino-chitosan/chitosan cuaternizat
111.2.1. Introducere

Sangerareanecontrolata reprezintd una dintre principalele cauze ale deceselor la
nivel mondial, fiind responsabila pentru mai mult de 5 milioane de decese pe an, cu un
cost estimat de 518 miliarde de dolari la nivel global [14]. Prin urmare, limitarea
pierderii de sdnge este imperativa si a dat un impuls pentru dezvoltarea de materiale
hemostatice pentru tratamentul de urgenta in situatii traumatice civile si pe campul de
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lupta [15]. S-a demonstrat cd prin alegerea potrivitd a componentelor, pot fi obtinute
pansamente active, care pe 1anga stoparea hemoragiei, contribuie la vindecarearapida a
ranilor. Dintre materiale, nanofibrele prezinta avantajul porozitatii ridicate si raportului
ridicat suprafata-volum, conformabilitate, sunt usoare si simplu de utilizat. Toate aceste
avantaje explicd interesul manifestat pentru obtinerea de pansamente hemostatice pe
baza de nanofibre compozite de chitosan, care este in trend ascendent.

in acest context, scopul acestuistudiua fost obtinerea de nanofibre compoxzite,
cu efecthemostatic rapidsi capacitate de vindecare a ranilor. In vederea atingerii acestui
scop,componentele fibrelor au fost aleseluand in considerare proprietitilelor, si anume:
chitosanul (CS), chitosanul cuaternizat (HTCC), vanilina (V) si poli(etilen oxid)-ul
(PEO) (Schema 111.3).

Nanofibre — raport mare suprafata-volum, materiale valoroase pentru obtinerea pansamentelor

Aprobat de FDA
Electrofilare usoara

Eliberare prelungita
a compusului
bioactiv

Proprietati mecanice

Biocompatibila
Agent antioxidant
Activitate antibacteriana

Aprobat de FDA

Agent antioxidant
Agent antimicrobian

Solubil in apa

~ Vanilina

OH ]

Chitosan

Biodegradabil

Origine naturala

Schema 111.3. Design-ul rational al nanofibrelor propuse ca materiale hemostatice.

II1.2.2. Rezultate si discutii

Fibrele compozite au fost obtinute pe baza protocolului stabilit in subcapitolul
anterior, prin varierea raportului masic intre HTCC si CS, pastrand constant continutul
de PEO. Vanilina a fost addugatain solutiile de electrofilare in raport molar 4/1 intre
grupdrile aldehida si gruparile amino ale chitosanului.

13



—C—— CV——CGV3——CGV7 —CGVIs —V —CcGV3

w =

3494

3417

Absorbanti

3412

‘ 593 L/‘V\

3398 1640

Transmitanti (u.a.)

3209 1666 = - - .

T T T T T T T T
4000 3500 3000 1700 1400 1100 800 600 1690 1680 1670 1660 1650 1640 1630 1620
- e
Numir de und (cm") Numir de undi (cm?)

a) b)
Figura 111.13. Caracterizarea structurald a nanofibrelor prin: a) spectroscopie FTIR; b)
deconvolutie a zonei spectrale 1700-1620 cm-! pentru CGV3.

Din cauza naturii multicomponente a fibrelor, spectrele FTIR au fost complexe,
cu multe benzi suprapuse. Cu toate acestea, succesul reactiei dintre gruparile amino ale
CS si HTCC cu gruparile aldehidd ale vanilinei a fost confirmat prin prezenta unei benzi
ascutite la 1640 cm?, caracteristica vibratiei de intindere a legaturilor imina (Fig.
111.13a) [16]. Deconvolutia domeniului spectral 1700-1620 cm-! a indicatsi prezentaa
douad benzi, in jurul valorilor 1660 si 1672 cm™, specifice gruparilor amida | din
chitosan/HTCC si urmelor de aldehida nereactionata (Fig. 111.13b).

o Eficienta nanofibrelor de a retine

= sangele a fost evaluata atit pentru
nanofibrele compozite, dar si pentru
fibrele binare de  CS/HTCC
(abreviate CG), respectiv fibrele

ternare CS/HTCC/PEO (abreviate

CGP), pentru a aprecia influenta

fiecarui component. De asemenea, ca

0 martori, au fost testate doua
' Sed materiale: tifonul si un burete
hemostatic disponibil comercial.
Natura superporoasd a buretelui
hemostatic comercial a permis o
sorbtie a sangelui de 32 g/g, semnificativ mai mare decat cea a tifonului, a carui
performanta a fost la jumatate. Fibrele compozite au prezentat o capacitate de sorbtie a
sangelui cuprinsa intre 20-30 g/g, asemanatoare rezultatelor obtinute in mediile apoase.
Surprinzitor, rezultatele indica prezenta PEO-ului in fibre ca avand un impact negativ,
scazand capacitatea fibrelor de a retine singele. Pe de alta parte, datele aratd cd vanilina
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are un rol important in design-ul acestor materiale, anihiland impactul negativ al PEO-
ului.

Vanilina poate preveni riscul aparitiei infectiilor, asociat perioadei inflamatorii,
dar poate contribuisi la o vindecare mai usoara, avand rol benefic in procesul de
reepitelizare [17]. Avand in vedere faptul cé vanilina este legata de chitosan si HTCC
prin legaturi reversibile covalente imina, a fost evaluata capacitatea fibrelor de a elibera
vanilina intr-o maniera controlatd de consumul acesteia, in mediu de apa ultrapura si
PBS 7,4 [18]. Eliberarea cumulativa a fost evaluata pe parcursul a 24 de ore, in urma a
12 ciclurisuccesive de indepartare/reimprospatare de sup ernatant, la diferite momente
de timp. Probele au prezentat o eliberare progresiva a vanilinei in ambele medii, cu o
eliberare cumulativd inferioara in PBS (aproximativ 76%) comparativ cu apa
(aproximativ 100%) (Fig. 111.18).
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Figura 111.18. Cinetica de eliberare a vanilinei in mediu de a) apa ultrapura si b) PBS 7,4.

o

o

Activitatea antioxidantd a fibrelor nou dezvoltate a fost evaluata in doua moduri,
prin investigarea capacitatii de a lega radicali DPPH in (i) solutie si (ii) in stare solida.
in solutia apoasaacida, capacitateaantioxidanti a crescut odati cu cresterea continutului
HTCC, de la 60% pentru fibrele fara HTCC (CV), la 68% in cazul nanofibrelor cu cel
mai mare continut de HTCC (CGV3) (Fig. I11.19a). Mai mult, activitatea fibrelor a fost
mai mare decat suma activitatii componentelor, diferenta accentuandu-se pe masura ce
continutul de HTCC a crescut, demonstrand efectul sinergic al acestuia. Activitatea
antioxidantd s-amanifestat Tn mod similar atunci cand nanofibrele au fost imersate in
solutii DPPH. Dupé aproximativ o ora, solutia de DPPH s-a decolorat, in timp ce
nanofibrele si-au pastrat culoarea, in conformitate cu capacitatea antioxidanti a acestora,
care a atins valori de pana la 57% pentru proba CGV3 (Fig. 111.19b). Acest lucru
intareste ipoteza ca fibrele studiate sunt capabile s asigure o bariera fizica pentru
radicalii liberi, contribuind la vindecarea normala a ranilor.
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O caracteristicd importantd
a materialelor destinate vindecarii
ranilor este capacitatea acestorade
a inhiba aparitia infectiilor
microbiene. Fibrele s-au dovedit
extrem de eficiente in distrugerea
bacteriilor Gram-negative (91%),
indiferent de compozitia lor. Cu
toate acestea, efectul a fost
dependent de compozitie atunci
cand au fost testate pe bacterii
Gram-pozitive si drojdii. (Fig.
111.20).

Evaluarea capacitatii nanofibrelor de a actiona ca pansamente hemostatice cu
actiune rapida si eficientd a fost realizatd pe baza unui experiment de investigare a
capacititii de coagulare a sdngelui. Dupa 10 minute de contact, singele necoagulat a
fost spalat cu PBS 7,4. Se poate observa in Fig. [11.23a ca solutia cu ceamai mare tenta
spre rosu, culoare asociata capacitatii scazute de coagulare, este in cazul tifonului, iar
buretele hemostatic a avut un efect coagulant usor mai mare. Prin comparatie, toate
solutiile fibrelor, atit cele compozite pe baza de imino-chitosan/chitosan cuaternizat, cat
si cele binare sau care contin PEO au avut un efect hemostatic net superior, solutiile de
spalare fiind incolore, cu diferente foarte mici intre probe.
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nanofibre compozite, obtinute prin testul MTS,
reprezentate ca medie + D.S.
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Biocompatibilitatea  nanofibrelor
compozite a fost evaluata in vitro pe
celule NHDF, in conformitate cu
standardul ~ 1SO-10093  pentru
dispozitive medicale [19], care
prevede ca un material poate fi
aplicat in contact cu un tesut daca
viabilitatea celulard relativa este mai
mare de 70%. Toate fibrele
investigate au respectatacest criteriu
(Fig. 111.25), avand viabilitatea
celulara apropiatd de 100%. Astfel,
se poate concluziona ca toate fibrele
sunt sigure din punct de vedere al
biocompatibilitdti pentru a fi
utilizate in contact direct cu
fibroblastele.



Capitolul 1V
Derivati de chitosan grefati cu lanturi policarbonat alifatice

IV.1. Introducere

Desi au fost sintetizate i caracterizate numeroase clase de derivati de chitosan
cotidiene gi adaptarea rapidd a microorganismelor la compusii utilizati in mod curent
incurajeaza cercetatorii sa investigheze noi cai sintetice. In acest context, studiul prezent
a propus obtinereade noi derivatide chitosan solubili in apa si evaluarea principalelor
proprietati in vederea utilizarii acestora in domeniul biomedical. Realizarea acestui
studiu s-a bazat pe utilizarea chitosanului ca macroinitiator hidrofil pentru a obtine
poli(trimetilen carbonat) grefat pe lanturile de chitosan, prin tehnica de polimerizare cu
deschidere de ciclu. S-a estimat ca in acest mod, proprietitile chitosanului pot fi
imbunatitite, in special solubilitatea acestuia, tintindu-se obtinerea de copolimeri
biocompatibili, cu potential de a fi utilizati In domeniul biomedical.

IV.2 Rezultate si discutii

Pentru stabilirea procedurii sintetice in vederea obtinerii derivatilor vizati, au fost
variate diferite conditii de reactie, cum ar fi (i) raportul molar dintre unitatile de
glucozamind ale chitosanului si TMC, (ii) prezenta/absenta catalizatoruluioctanoat de
staniu (Sn(Oct)2) si (iii) prezenta/absenta solventului (toluen) cu rol de agentde umflare
al chitosanului (Schema 1V.1). Sinteza homopolimerului PTMC a fost efectuata in
conditii similare, pentru a avea o referinta clard in interpretarea datelor de caracterizare
a derivatilor de chitosan. Copolimerii au fost notati tinand cont de (i) principalele unitati
structurale constitutive: chitosan (C) si poli(trimetilen carbonat) (P); (ii) raportul molar
dintre TMC si initiator (etanol sau glucozamina in cazul chitosanului) (TMC/etanol sau
TMC/glucozamini); (iii) prezenta catalizatorului Sn(Oct)2 (S) sau a toluenului (T).
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Polimerizare in | |20
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_prezenta toluenului P-20-T
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umflare Fird Sn(Oct), PCS.T
- PC-0.2-T
PC-0.1-T

Schema 1V.1. Reprezentarea schematicd a tehnicilor utilizate pentru obtinerea derivatilor de
chitosan grefati cu PTMC.

Derivatul PC-10-T, obtinut in raport molar monomer/initiator 10/1, in prezenta
toluenului, a prezentat solubilitate in apa. Acesta a fost caracterizat prin spectroscopie
IH-RMN (Fig. IV.1) si au fost observate toate semnalele caracteristice, atat cele ale
chitosanului, H2-H6 Tn intervalul 3,2-3,8 ppm i protoniicorespunzétori grupériloracetil
la 1,96 ppm, cat si semnalele care confirma formarea PTMC-ului. Semnalul gruparii
metilen de referinta, care corespunde la 2 protoni, s-a suprapus cu protonii H2-H6 din
lantul de chitosan, fapt ce a ingreunat determinarea gradului de polimerizare. Pe baza
raportului dintre valorile integralelor semnalelor protonilor gruparilor terminale si cele
ale protonilor corespunzatori unitatilor repetitive, s-a determinat ungrad de polimerizare
de 7. O estimare a graduluide substitutie al gruparilor hidroxil primare ale chitosanului
cu lanturi de PTMC a fost realizata utilizind raportul dintre valoarea integralei
protonilor gruparii metil din unitatea de glucozamina acetilata a chitosanuluisi cele ale
grupdrilor terminale ale lanturilor de PTMC, obtinand valoarea de 5%.
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Figura IV.1. Spectrul H-RMN comparativ al derivatilor PC-10-T si PC-0.1-T, al
homopolimerului P-20-S si al chitosanului de referinta.

Asadar, prin analizarea datelor caracterizarii structurale s-a observat cd in cazul
utilizarii unei cantitati mici de monomer (PC-0.2-T, PC-0.1-T), reactia are loc cu
formarea unei singure unitati de TMC legata de chitosan, explicand astfel aparitia
multipletului din spectrele RMN. Mai mult, lanturile grefate pot forma legaturi de
hidrogen non-clasice cu gruparile hidroxil vecine [20], cauzand dezecranarea nucleelor
si, astfel, deplasarea semnalelor la valori mai mici [21]. O reprezentare schematica a
rutelor sintetice utilizate si a derivatilor obtinuti a fost redata in Schema IV.2.

- s .
B BT oo
20T =
=
1 & .
e e B
N :
e
mm
Schema 1V.2. Rute sintetice de obtinere a chitosanului grefat cu poli(trimetilen carbonat) si a

homopolimerilor de referinta si gradul de polimerizare corespunzator fiecarui compus. *DP=grad

de polimerizare obtinut pe baza spectrelor tH-RMN, nd — nedeterminat, din cauza insolubilitati
compusilor.
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Testele de solubilitate pe baza observatiilor vizuale au indicat faptul ca probele
PC-10-Tsi PC-0.1-T prezinti solubilitate in apa, la concentratiade 1% (Fig. IV.5). in
plus, PC-10-T a fost, de asemenea, solubil in DMSO, in timp ce PC-5-T si PC-0.1-T au
prezentat doar solubilitate partiala in acest solvent. Interesant, in solventul mai putin
polar, DMF, solubilitatea a crescut odata cu scaderea continutului de PTMC: PC-0.1-T
a prezentat solubilitate partiala, PC-5-T s-a umflat, in timp ce proba PC-10-T a fost
complet insolubila. In solventul cel mai polar, metanolul, toate probele au fost
insolubile. Astfel, se poate estima cd solubilitatea copolimerilor este controlatd de
raportul dintre chitosanul hidrofil si PTMC-ul hidrofob. Derivatul PC-10-T, care are
solubilitate buna in apa si DMSO, pare a fi cel mai promitator pentru utilizareain
bioaplicatii.

Figura IV.5. Observarea vizuala a solubilititii copolimerilor pe bazad de chitosan si PTMC, in
raport cu martorul de chitosan nemodificat.

Pentru aplicatiile in vivo, gradul de ordonare si suprafata materialelor prezinta o
importantaridicata, o suprafatd nanostructurata fiind benefica pentru cresterea de celule
[22]. Pentrua evalua influenta grefarii PTMC-ului asupra proprietitilor de suprafata ale
chitosanului, au fost depuse filme din solutii apoase ale derivatilor sintetizati si au fost
observate cu ajutorul microscopiei optice in lumina polarizata (POM) si a micro scopiei
de forta atomica (AFM). Imaginile POM obtinute pentru chitosan (pudra sau film) (Fig.
IV.7) au confirmat natura sa semicristalind, prin aparitia unei texturi birefringente,
granulare fine, semn al gradului lui ridicat de ordonare [23]. Tn contrast cu acesta,
imaginile POM ale homopolimerului poli(trimetilen carbonat) nu au evidentiat prezenta
birefringentei, indicand natura lui amorfa, datorita flexibilitatii data de lanturile liniare.
Grefareadelanturide PTMC pe catena chitosanului nu a indus modificari semnificative
asupra texturii filmelor (Fig. IV.7). Cu toate acestea, o analizd mai amanuntita a
imaginilor a evidentiat prezenta unei texturi mai clare in cazul derivatului PC-10-T
(insertii din Fig. IV.7).
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a) c)
Figura 1V.7. Imagini POM ale filmelor de a) chitosan, b) P-20-T si ¢) PC-10-T.

Modificarea chitosanului ridica semne de intrebare cu privire la alterarea
proprietétilor sale principale, cum ar fi biocompatibilitatea. Proba PC-10-T a prezentat
o viabilitate celulard superioard fatd de cea a chitosanului, la toate concentratiile
investigate. in timp ce chitosanul a prezentat biocompatibilitate pentru concentratii mai
mici de 200 pg/mL, PC-10-T a prezentat o biocompatibilitate buna la concentratii de
pénala 300 pg/mL. Mai mult, in timp ce toate celulele au murit in contact cu solutiade
chitosan de concentratie 400 pg/mL, cele in contact cu PC-10-T la aceeasi concentratie
auprezentat viabilitate celulard de aproximativ 60%. Totodatd, aspectul celulelor tratate
cu solutiile compusilorinvestigati este similar cu cel al celulelor netratate utilizate ca
martor, pentru probele cu viabilitate celulara peste 70% (Fig. IV.10).

0 pg/mL 25 pgimL 50 pg/mlL. 100 pg/mL 200 pg/mL 300 pgimL.

sonee RN

b) PC-10-T

c) PC-0.1-T
Figura IV.10. Comportarea celulelor NHDF in contact cu solutiile testate de a) Chitosan, b) PC-
10-T sic) PC-0.1-T.

Biodegradabilitatea compusilor a fost investigatd in solutie tampon de lizozima
(pH="7,4)timp de 21 dezile. Chitosanul puraaratat o pierdere de masa de 66%, in timp
ce PC-10-T a ajuns la o pierdere masicd de 81%. Biodegradarea mai avansata a
derivatului PC-10-T a fost pusa pe seama solubilitatii imbunitatite a acestuia la pH
fiziologic, indusé de grefarea lanturilor laterale de PTMC pe scheletul chito sanului.
Aceasta ipoteza a fost sustinuta de imagini SEM inregistrate pe probe inainte si dupa
degradare. Acestea au indicat un proces de eroziune a suprafetei probelor pe directia
exterior-interior, datorita proceselor de degradare/dizolvare.
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Concluzii generale

Teza de doctorat intitulatd ,,Derivati de chitosan solubili in apa pentru
aplicatii biomedicale” contine 272 pagini divizate in cinci capitole, care includ 19
tabele, 108 figuri, 19 scheme si 446 referinte bibliografice. Teza este structuratd in doua
parti: Parteal (Capitolul I) contine un studiu de literatura si Partea II (Capitolele 11-V)
contine contributiile proprii si se incheie cu concluziile generale.

Datele de literatura prezentate in Partea | consolideazd importanta temei
abordate, prin expunerea succintd a celor mai importante informatii despre caile de
sintezd ale derivatilor de chitosan solubiliin apd, cu accent pe clasa sarurilor cuaternare
de amoniu. De asemenea, suntredate informatii despre progresele facute in dezvoltarea
materialelor pe baza acestor compusi, cu precadere nanofibre si hidrogeluri cu rol in
biomedicina.

Partea Il prezintarezultatele originale obtinute pe parcursul stagiului dedoctorat,
in acord cu obiectivele propuse, dupa cum urmeaza:

# Obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri pe bazd de imino-chitosan
cuaternizat.

+ Obtinerea, caracterizarea si investigarea de nanofibre pe bazi de
chitosan/chitosan cuaternizat.

# Sinteza unor derivati de chitosan solubili in apd prin grefarea de lanturi
poli(trimetilen carbonat) si caracterizarea lor.

Concluziile generale desprinse in urma efectuarii acestor studii sunt:

1. Au fost sintetizate saruri cuaternare de amoniu ale chitosanului, utilizand tehnica de
legare indirecta a gruparii cuaternare prin intermediul unui spatiator alifatic.

» Efectuarea sintezeiin apa neutrd, in mediu eterogen, a condus la substitutia
selectiva a gruparilor amino ale chitosanului.

» Prin optimizarea conditiilor de sinteza (varierea raportului molar intre grupdrile
amino ale chitosanului si clorura de glicidiltrimetil amoniu (GTMAC), a
temperaturii sia timpului de reactie) s-auobtinut derivati cuaternizati de chitosan
cu grad de substitutie diferit.

» Derivati de chitosan cu solubilitate buna atat in medii de pH neutru cét si bazic,
au fost obtinuti pentru un grad de substitutie mai mare de 43%.
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>

Caracterizarea structurald a derivatilor a fost realizata prin spectroscopie RMN
si FTIR, confirmand prezenta tuturor semnalelor si benzilor caracteristice.
Gradul de cuaternizare a fost determinat prin titrare conductometrica.
Chitosanul cuaternizat prezintd o morfologie semicristalind, cu un grad de
cristalinitate inferior chitosanului martor, evidentiat prin WXRD. Imaginile
inregistrate cu un microscop cu lumind polarizata au evidentiatun grad ridicat de
ordonare, prin prezenta birefringentei puternice.

Chitosanul cuaternizat a prezentat biocompatibilitate in vivo, pe soareci
experimentali, confirmand faptul cd gradul de cuatemizare ales nu a indus
toxicitate compusului.

2. A fost sintetizatd o serie de 15 hidrogeluri biocide dezinfectante, prin reactia de
iminare in solutie apoasa neutra, condensarea avand loc intre gruparile amino libere ale
chitosanului cuaternizat si gruparile aldehida ale salicilaldehidei, o monoaldehida
naturala.

»

»

Mecanismul de hidrogelare se bazeaza pe reactia de iminare, urmata de auto-
asamblarea unitatilor imina in clusteri stratificati cu rol de noduri de reticulare.

Demonstrarea mecanismului a fost realizata prin spectroscopie tH-RMN si FTIR,
careauaratat formarea legaturilor imina si prindifractie de raze X si microscopie
POM care au demonstrat prezenta de structuri supramoleculare stratificate. Mai
mult, metodele spectroscopice au indicat natura reversibila a legaturilor imina,
care exista intr-o stare de echilibru cu reactantii, precum si contributia majora a
derivatului de chitosan cuaternizat Tn procesul de hidrogelare prin formareade
legaturi fizice puternice.

Starea de hidrogel, comportamentul tixotrop, capacitatea de auto-vindecare,
precumsi injectabilitatea hidrogelurilor au fost confirmate prin analiza reologica.
Hidrogelurile au dovedit capacitate superabsorbanta, atingdnd un grad de umflare
de pana la 43 000%.

Natura dinamica a legaturilor imina a favorizat biodegradarea hidrogelurilor, atat
n medii umede cat si in sol, in decursul a cinci zile.

Hidrogelurile au prezentat adezivitate ridicata pe suprafete de sticla, otel si piele,
cu valori ale fortei de adeziune comparabile sau mai mari decat ale gelurilor
dezinfectante comerciale. in plus, au dovedit capacitate de aplicare usoara si
hidratare a pielii.
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» Activitatea antimicrobiand a hidrogelurilor a fost ridicatd, conducand la
suprimarea completa a viabilitatii bacteriilor S. aureussi E. coli, Intr-o maniera
dependenta de timp si compozitie.

» Hidrogelurile obtinute au dovedit hemocompatibilitate in conformitate cu
sangele, iar aplicarea acestora pe pielea soarecilor de laborator nu a indus
hepatotoxicitate, nefrotoxicitate, imunotoxicitate sau alterarea speciilor reactive
de oxigen, indicand o buna biocompatibilitate in vivo.

3. A fost obtinutd si caracterizatd o serie de 5 nanofibre binare pe baza de
chitosan/chitosan cuaternizatin diferite rapoarte masice, prin tehnicade electrofilare, cu
rol potential in ingineria tisulara si in vindecarea ranilor.

» Nanofibre binare de chitosan/chitosan cuaternizat au fost obtinute prin
electrofilare, utilizand poli(etilen oxid)-ul ca agent de co-filare, urmata de
indepartarea selectiva si totala a acestuia din sistem.

» Succesul strategiei adoptate a fost dovedit pe baza tehnicilor de spectroscopie
FTIR si RMN, care au confirmat prezenta celor doi biopolimeri in fibresi analiza
ATG care a dovedit indepartarea totala a polimerului sintetic.

» Imaginile SEM au indicat obtinerea de netesute din fibre, fara defecte, cu
diametrul mediu in jur de 160 nm si pori interfibrilari de aproximativ 2 um.

» Difractiade raze X coroboratd cu microscopia opticd in lumina polarizati a
indicat natura semicristalind a fibrelor, cu un grad de cristalinitate inferior
fibrelor pure de chitosan.

» Investigarea capacitatii de umflare a fibrelorin apa si in mediu care simuleaza
pH-ul fiziologic a condus la grade de umflare de 24, respectiv, 18 (g/g), similare
cu cele ale pansamentelor comerciale utilizate pentru tratarea ranilor.

» Nanofibrele s-audizolvat partial in apa si PBS, iar in prezenta de lizozima s-au
degradat cu viteza controlata de continutul de chitosan cuaternizat si de pH-ul
mediului. in mediu care simuleazi exsudatul pe parcursul perioadei de vindecare
aranilor, fibrele au atins biodegradare completa in 16 zile.

> Fibrele binare au prezentat sorbtie/desorbtie reversibila a vaporilor de apa,
indicand o respirabilitate buna si o capacitate maxima de sorbtie a umiditatii de
pana la 63%, similara cu cea a pansamentelor comerciale.

» Proprietatile mecanice au avut valori comparabile cu cele ale unor fibre pe baza
de polimeri sintetici si ale pielii umane, cu valori de pana la 49 MPa pentru
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rezistenta la tractiune, 9% pentru alungirea la rupere si 19 N/m? pentru modulul
Young.

» Forta adezivala contactul cu un model de tesut viu a crescut pe masura ce
continutul de chitosan cuaternizat din fibre a crescut, ajungand la valori de 1,36
N, caracteristice unei bioadezivitati bune. De asemenea, cuaternizarea a avut un
impact pozitiv asupra interactiunilor intre fibre si mucing, ceea ce a dus la o
mucoadezivitate Tmbunatatitd in comparatie cu fibrele de chitosan, demonstrata
prin masuratori UV-vis si de potential Zeta.

» Evaluarea activitatii antimicrobiene a demonstrat cd prezenta chitosanului
cuaternizat a Tmbunatatit substantial capacitatea fibrelor de a inhiba cresterea E.
colisiS. Aureus, chiar in conditiile in care testarea s-a realizat pe cantitati foarte
mici de proba. Acestea au inhibat total cresterea bacteriilor in mai putin de 6 ore
si, respectiv, 24 h, in timp ce fibrele de chitosan au prezentat un efect
antimicrobian limitat.

» Testate pe fibroblasti dermici umani normali, probele au prezentat
citocompatibilitate adecvata pentru aplicare ca dispozitive medicale, in timp ce
testarea in vivo pe sobolani prin implantare subcutanatd a demonstrat lipsa
toxicitatii asupra sangelui, ficatului i rinichilor si tesutului lalocul de implantare
si nu au afectat sistemul imunitar.

4. A fost obtinutad o serie de 3 nanofibre compozite de imino-chitosan/chitosan
cuaternizat/poli(etilen oxid), prin incapsularea in situ a vanilinei, vizand dezvoltarea de
pansamente hemostatice cu rol de vindecare a ranilor.

» Spectroscopia FTIR si RMN a demonstrat legarea covalentd a vanilinei de
chitosan si chitosan cuaternizat, prin unitati reversibile de imina si dezvoltarea
de forte intermoleculare intre componente.

» Difractia cu raze X si microscopia POM au indicat natura semicristalind a
fibrelor, in principal datorita segregarii de faza a unor domenii cristal ine bogate
in PEO, iar microscopia SEM a relevat formarea unei retele de nanofibre cu
diametrul mediu de 140 nm.
pentru aplicatia vizata: valoarea stresuluide tractiune de 3,8 MPa, alungirea la
rupere de 10,6% si modulul lui Young de 0,99 MPa.

» Natura fibroasa a permis sorbtia ridicatd a umiditatii in jurul valorii de 30 g/g,
dar si o capacitate ridicata de sorbtiea sangelui (20-30 g/g). Fibrele au avut un
grad de degradare ridicat pe parcursula 21 de zile, exprimat printr-o pierdere de
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masd de aprox. 44% in mediu de PBS, 54% in prezenta lizozimei si 100% 1n sol
dupa 7 saptamani.

> Reversibilitatea legaturilor imina a permis eliberarea prelungitd a vanilinei,
controlata de viteza de indepartare a acesteia, indicand posibilitatea eliberarii ,,la
cerere” sub actiunea stimulilor externi, cum ar fi consumarea ei in procesul de
inhibare a agentilor patogeni.

» Chitosanul cuaternizat a determinat imbunatitirea activitatii antioxidante a
fibrelor pana la 50% chiar si in stare solida, printr-un efectsinergic de activare a
grupdrilor hidroxil ale celorlalte componente.

» Fibrele au prezentat un efect ridicat de inhibare a agentilor patogeni relevanti, a
bacteriilor Gram-pozitive si Gram-negative si a drojdiilor.

> Adezivitatea si capacitatea de transport a vaporilor de apa au avut valori
comparabile altor pansamente hemostatice comerciale.

» Evaluarea capacitatii de coagulare a sangelui, evaluata vizual, prin UV-Vis sau
prin SEM, a relevat valori superioare unui burete hemostatic disponibil
comercial, fibrele fiind capabile sa retina si sd coaguleze intr-un timp scurt
cantitati mari de sange raportat la greutatea lor.

5. Au fost obtinuti noi derivati de chitosan solubili in apd, cu p otential de aplicare in
domeniul biomedical, prin grefarea poli(trimetilen carbonat) -ului, utilizand tehnica de
polimerizare cu deschidere de ciclu.

» Reactia de deschidere a ciclului trimetilen carbonatului a fost initiata de grupérile
nucleofile hidroxil ale chitosanului, care pot juca rol de initiatori.

» Reactiaa avutloc cu succes in mediu eterogen, Tn toluen, Tn care chitosanul are
capacitatea de a se umfla, asigurdnd un contact bun intre reactanti.

» Conditiile de reactie, precum raportul molar intre reactanti, temperatura si timpul
de reactie, au fost optimizate in vederea obtinerii de derivati solubili, care pot fi
prelucrati usor din solutie.

» Solubilitate buna in biodispersantii apa si DMSO a fost atinsa pentru un grad de
substitutie al chitosanului in jur de 5%, cu lanturi laterale de poli(trimetilen
carbonat) avand un grad de polimerizare de aproximativ 7.

» Solubilitatea in apd a permis evitarea utilizarii acizilor pentru prepararea
solutiilor, cu consecinte asupra imbunatatirii biocompatibilitétii in vitro a
compusilor obtinuti, atingdnd o valoare a viabilitatii celulare de ~80% comparativ
cu mai putin de 50% pentru chitosanul martor, pentru solutii de concentratie 300

pg/mL.
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» Solubilitatea imbunatétita a noilor derivati de chitosan sintetizati a determinat si
o vitezd mai mare de biodegradare, cu o pierdere de masa de 81% in comparatie
cu 66% pentru chitosanul martor, dupa 21 de zile, in mediu de lizozima.

» Mai mult, functionalizarea s-a dovedit a fi beneficd pentru imbunitatirea

unghiului de contact cu apa.

O parte dintre rezultatele obtinute pe parcursul tezei de doctorat au fost publicate
sub forma de articole stiintifice, in reviste internationale cotate IS
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