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Introducere

Chitosanul este un biopolimer ce atrage atentia cercetatorilor datoritd potentialelor
aplicatii ale acestuia in diverse domenii, cum ar fi agricultura, medicina si industria. Este un
derivat de chitind, o polizaharida naturala care se gaseste in abundenta in carapacea crustaceelor
si in peretele celular al fungilor. Chitina este a doua cea mai abundentd polizaharida de pe Pamant
dupa celuloza si joaca un rol deosebit in structura si functiile multor organisme.

Istoria chitosanului incepe inca din secolul al XIX-lea, cand chitina a fost descoperita
si numitd de chimistii francezi Henri Braconnot si Auguste Odier. Chitosanul a fost
obtinut pentru prima data de Rouget in anul 1859 prin tratarea chitinei cu hidroxid de potasiu, dar
numele de chitosan a fost folosit pentru prima data de Hoppe - Seyler in 1894. De atunci,
chitosanul a fost studiat si modificat de multi cercetatori, care au explorat proprietitile sale
chimice, si a fost folosit pentru diferite scopuri, cum ar fi ca agent de limpezire in vinificatie, ca
biopesticid in agriculturd, ca pansament pentru rani in medicind si ca material de acoperire in
industrie. Datorita faptului ca este un biopolimer versatil si durabil, biocompatibil, biodegradabil,
cu activitate antimicrobiana si toxicitatea scazuta, care poate fi adaptat pentru a satisface diferite
nevoi si provocdri, chitosanul este de asemenea investigat pentru aplicatiile sale iIn domenii
emergente, cum ar fi biomedicina, nanotehnologia si biotehnologia.

Electrofilarea este o tehnica de producere a nanofibrelor din solutii sau topituri de
polimeri prin aplicarea unei tensiuni electrice ridicate. Electrofilarea are o istorie lunga, care
dateaza inca din secolul al XVII-lea, cand miscarea lichidelor prin forta electrostatica a fost
observatd pentru prima data de William Gilbert. Primul patent privind electrofilarea a fost depus
de John Francis Cooley in 1900, care a folosit o duzi conectata la un cAmp electric pentru a trage
fibre dintr-un lichid. in 1914, John Zeleny a publicat un studiu despre comportamentul picaturilor
de lichid la capatul capilarelor metalice, care a pus bazele modelarii matematice a electrofilarii.
De atunci, electrofilarea a fost dezvoltata si imbunatatitda de multi cercetatori, care au explorat
principiile, parametrii si aplicatiile sale.

Electrofilarea chitosanului a fost cercetata pe scara larga pentru aplicatii potentiale in
eliberarea controlata de medicamente, ingineria tesuturilor, vindecarea ranilor si tratarea apei. Cu
toate acestea, electrofilarea chitosanului este o provocare din cauza solubilitatii si vascozitatii sale
scazute. Prin urmare, au fost dezvoltate diferite strategii pentru a Imbunatati electrofilabilitatea
chitosanului, cum ar fi amestecarea cu alti polimeri, modificarea structurii, adaugarea de solventi
sau aditivi si optimizarea parametrilor de proces.

Electrofilarea poate modifica proprietatile nanofibrelor de chitosan in comparatie cu
materialul original sau solutia sa. De exemplu, prin electrofilare, raportul suprafata-volum al
nanofibrelor de chitosan creste foarte mult, aspect care conduce la imbunatatirea suprafetei active
si prin urmare la imbunatatirea proprietatilor, de exemplu capacitatea de adsorbtie, bioactivitatea
si comportamentul de eliberare a medicamentelor. Electrofilarea poate afecta si cristalinitatea,
orientarea, porozitatea si rezistenta mecanicad a nanofibrelor de chitosan in functie de parametrii
de proces cum ar fi tensiunea, debitul, distanta, umiditatea si temperatura. De asemenea, prin
electrofilare se pot obtine materiale compozite prin introducerea de umpluturi in solutiile de
electrofilat sau prin electrofilare coaxiald, care pot imbunatiti functionalitatea si performanta
fibrelor pentru aplicatii specifice.

Nanofibrele de chitosan au fost folosite pentru a dezvolta noi materiale pentru
vindecarea ranilor si biomateriale inteligente datorita diferitelor functionalitati, cum ar fi natura
netoxica, biocompatibilitatea, potentialul antimicrobian, capacitatea de a absorbi exsudatul
ranilor si de a mentine un mediu umed, si promovarea regenerarii pielii, eliminand in acelasi timp
si riscul aparitiei unei infectii. Aceste aspecte sunt foarte importante in procesul de vindecare,
deoarece infectia este una dintre cele mai frecvente complicatii care poate incetini procesul de
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vindecare a ranilor, in special in cazul arsurilor care sunt exsudeaza abundent si sunt mai
predispuse infectarii.

in lumina acestor date de literaturd, teza de doctorat intitulatd ,.Derivati de chitosan
pentru dezvoltarea de pansamente destinate vindecarii ranilor” are ca scop dezvoltarea de
materiale pe baza de fibre de chitosan bioactive ce pot fi utilizate in tratarea ranilor cauzate de
arsuri.

Teza este structurata in doud parti principale, divizate in sapte capitole. Prima parte este
alcatuitd din doud capitole, Tn Capitolul I sunt prezentate date de literatura referitoare la obtinerea
materialelor pe bazd de chitosan prin metoda de electrofilare, iar in Capitolul Il sunt discutate
sumar aspecte generale cu privire la vindecarea ranilor. Cea de-a doua parte este dedicata
prezentarii contributiilor proprii la dezvoltarea domeniului, impartita In cinci capitole. Capitolele
11, 1V, V si VI, corespund la patru directii diferite de obtinere de materiale pentru vindecarea
ranilor, iar Capitolul VII include prezentarea materialelor, metodelor si echipamentelor utilizate
pentru obtinerea rezultatelor.

Capitolul | se axeazid pe prezentarea principalelor cai raportate in literaturd pentru
electrofilarea chitosanului, punand accentul pe impactul parametrilor utilizati in procesul de
electrofilare si caracteristicile morfologice ale fibrelor obtinute. De asemenea, sunt discutate
avantajele si dezavantajele fiecarei rute si potentialele aplicatii ale materialelor obtinute.

Tn Capitolul 11 sunt discutate aspecte cu privire la rani, tipurile de rani, vindecarea
acestora si factori care ingreuneaza procesul de vindecare, cu accent pe particularitatile ranilor
provocate de arsuri.

Capitolul 111 descrie obtinerea de fibre de chitosan si functionalizarea acestora cu o
aldehida cu proprietati bioactive. Acesta este structurat in trei subcapitole, primul fiind dedicat
argumentarii designului materialului propus, subcapitolul II este un studiu preliminar de
electrofilare a chitosanului si iminare a fibrelor obtinute in vederea stabilirii protocolului de
obtinere a materialului dorit, iar subcapitolul III abordeaza o metoda noua de obtinere de fibre de
chitosan mezoporoase si functionalizarea acestora cu acid 2-formilfenilboronic.

Capitolul 1V se concentreaza pe obtinerea de bandaje pentru tratarea ranilor cauzate de
arsurile produse prin oparire, bandaje ce au la baza fibre mezoporoase de chitosan incarcate cu
antibiotic cu spectru larg de actiune (norfloxacind) si sigilarea acestuia in pori prin modificarea
fibrelor la suprafatd prin iminare cu acid 2-formilfenilboronic. Studiul a urmarit atat
caracterizarea noilor materiale din punct de vedere structural, supramolecular si morfologic, cat
si determinarea proprietatilor relevante pentru vindecarea ranilor si investigarea capacitatii de
vindecare pe modele de arsuri la sobolani.

Tn Capitolul V s-au obtinut nanofibre pe bazi de chitosan functionalizat cu grupari
cuaternare de amoniu. Alegerea acestui derivat de chitosan a luat in calcul proprietatile sale
imbunatatite in comparatie cu chitosanul, cum ar fi mucoadezivitatea, bioadezivitatea,
proprietatile antimicrobiene si antioxidante, caracteristici promititoare pentru obtinerea de
pansamente bioresorbabile active. Compozitia, morfologia si proprietatile fibrelor au fost
determinate, iar fibrele biocompatibile cu un raport optim intre cei doi componenti au fost
investigate in experimente de vindecare a arsurilor la sobolani.

Capitolul VI cuprinde o serie de materiale multifunctionale proiectate cu scopul de a
raspunde provocarilor aplicatiilor de inaltd performanta. Studiul se concentreaza pe electrofilarea
de nanofibre de chitosan/chitosan cuaternizat dopate cu nanoparticule de oxid de cupru pentru a
obtine biomateriale multifunctionale cu activitate antimicrobiand. S-a utilizat tehnica de
electrofilare fara ac pentru productie in masa si s-au evaluat caracteristicile nanofibrelor rezultate,
inclusiv proprietatile mecanice, activitatea antimicrobiand, antioxidantd, biodegradarea si
capacitatea de a crea o bariera fizicd fatd de impuritatile din mediul Inconjurdtor, proprietati
relevante pentru vindecarea ranilor dar si pentru designul de materiale pentru masti de protectie
sau filtre de aer.
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Tn Capitolul V11 este redata partea experimentald ce cuprinde metodele de preparare a
fibrelor bazate pe chitosan, materialele, echipamentele si procedeele de lucru utilizate pentru
efectuarea studiilor, spectre, figuri si tabele cu date suplimentare care consolideaza rezultatele
prezentate in capitolele anterioare.

Capitolul III: Obtinerea de fibre de chitosan si functionalizarea
acestora cu acid 2-formilfenilboronic

3.1 Introducere. Argumentarea designului propus in contextul datelor de literaturi

Nanofibrele de chitosan, obtinute prin tehnica de electrofilare sunt materiale cu aplicatii
semnificative in biomedicind, industria alimentara, protectia mediului si electronica, datoritd
suprafetei mari si a performantelor lor remarcabile (sunt biocompatibile, biodegradabile si au
proprietati antimicrobiene).

Unul dintre domeniile de cercetare promititoare este tratarea ranilor cauzate de arsuri,
o problemd majora de sandtate. Nanofibrele de chitosan, datorita similitudinii lor structurale cu
matricea extracelulard naturald, sunt candidati ideali pentru bandaje.

in cautarea unei solutii, s-au propus noi biomateriale multifunctionale bazate pe
nanofibre de chitosan microporoase, functionalizate cu un agent antimicrobian. Aceste fibre pot
imbunatati schimbul de gaze, pot elibera agenti antimicrobieni la cerere si se pot biodegrada
treptat in prezenta enzimelor din exsudatul ranilor, evitind astfel traumele asociate indepartarii
mecanice. Aceastd abordare ar putea revolutiona tratamentul ranilor, in special al arsurilor,
reducand riscul de infectii si accelerand procesul de vindecare.

3.3 Fibre microporoase de chitosan pentru obtinerea de biomateriale biodegradabile
cu activitate antimicrobiana

S-a preparat o serie de nanofibre de imino-chitosan cu un continut diferit de unitati
iminice, prin reactia de condensare in sistem eterogen a fibrelor de chitosan cu acid 2-
formilfenilboronic in etanol.

Sinteza a fost efectuatd, prin varierea rapoarte molare diferite intre unitatile
glucozamina ale chitosanului si aldehida (Schema 11).
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Schema 11.Protocolul de preparare al nanofibrelor de imino-chitosan



3.34 Caracterizarea structurali a fibrelor de imino-chitosan

Iminarea fibrelor de chitosan a fost studiatd prin spectroscopie FTIR, H-RMN si UV-
Vis.

Spectroscopia FTIR a demonstrat formarea legaturilor iminice prin aparitia unei benzi
la 1624 cm*. Banda gruparii formil a acidului 2-formilfenilboronic nu a fost observata, ceea ce
indica faptul ca nu existd aldehida nereactionata in probele de fibre functionalizate.

Spectroscopia 'H-RMN a confirmat reactia de iminare si a furnizat informatii
cantitative despre gradul de conversie a gruparilor amino in unitdti imino. Gradul de conversie
creste cu cresterea raportului molar dintre amind si aldehida si atinge o valoare maxima de
52.87%.

Spectroscopia UV-Vis a demonstrat reversibilitatea legaturii iminice. Echilibrul reactiei
de iminare este deplasat catre formarea de reactanti pe masura ce aldehida este indepartata din
sistem, putand spune ca aldehida se elibereaza la nevoie.

3.35 Morfologia fibrelor

Analiza SEM a probelor electrofilate din solutia de CS/PEO au aratat o morfologie
fibrilara fina, fara defecte de tip margele si diametru de 137 + 21 nm. Prin eliminarea PEO-ului
din fibre, diametrul mediu a fost unul mai mare de 176 + 33 nm. Prin iminare, materialele fibrilare
au devenit mai putin omogene, cu un diametru mediu cuprins intre 139 + 14 si 185 + 28 nm si
pori inter-fibrilari in jur de 1 pm si micropori intra-fibrilari de pana la 2 nm (fapt demonstrat prin
sorbtia de vapori de apd). Atunci cand probele au fost analizate utilizind microscopia opticad in
lumind polarizata, acestea au prezentat o textura birefringentd continua, indicand faptul ca
macromoleculele de chitosan s-au aliniat Tn timpul procesului de electrofilare.
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Figura 16. Imagini reprezentative SEM (a-g) ale fibrelor de CS/PEO, CS si ale celor de imino-
chitosan (scala de 1 um), h) imagine reprezentativa POM a probei BC1R (scala 100 pm)



3.3.6 Comportamentul la umflare

Fibrele de chitosan si imino-chitosan au prezentat o umflare rapida in contact cu apa,
atingdnd un MES de aproximativ 30 g/g In mai putin de 0 ora. Aceastd capacitate de umflare este
importanta pentru utilizarea fibrelor ca bandaje in vindecarea ranilor, deoarece permite drenarea
exsudatului in timp ce mentine un mediu umed, necesar pentru procesul de vindecare.

3.3.7 Biodegradarea materialului fibrilar

in prima etapd a vindecarii, cAnd pH-ul este de 8,5, incepe biodegradarea fibrelor,
eliberénd aldehida bioactiva. Biodegradarea se intensifica in cea de a doua etapa a vindecarii cand
pH-ul atinge valoarea de 10, iar fibrele se descompun in cea de a treia etapa a vindecarii cand pH-
ul ranii atinge o valoare de 5,5, pH-ul dermei sandtoase. Se poate estima ca fibrele microporoase
de chitosan ar trebui sd se descompuna in timpul perioadei de vindecare a ranilor, evitand astfel
debridarea traumatica a ranilor.

3.3.8 Activitatea antimicrobiana

Activitatea antimicrobiana a nanofibrelor a fost testatd impotriva unor bacterii
reprezentative Gram-pozitive (S. aureus) si Gram-negative (E. coli), drojdii (C. albicans) si fungi
(A. brasiliensis).

Desi chitosanul este bine cunoscut ca avand proprietati antimicrobiene [1], fibrele de
chitosan nu au inhibat cresterea microbiani in proximitatea acestora. Tn cazul fibrelor de imino-
chitosan (BC1-BC6), a aparut o zona de inhibitie impotriva C. albicans (Figura 13b), S. aureus
(Figura 13c) si A. brasiliensis (Figura 13d). Activitatea fibrelor a fost direct proportionalad cu
gradul de iminare al probelor, insa s-a observat o activitate puternica chiar si pentru proba BC6,
ce a avut cel mai mic grad de iminare.

c) C. albicans d) A. brasiliensis
Figura 13. Activitatea antimicrobiand a fibrelor impotriva tulpinilor b) S. aureus, ¢) C. albicans
si ¢) A. brasiliensis

3.39 Biocompatibilitatea in vitro
Rezultatele au indicat c&, cu exceptia probelor BC1 si BC1R, toate probele au indeplinit

cauzatd de cantitatea mare de unitati imind la suprafata fibrelor, si se asteapta sa scada odata ce
cantitatea de aldehida este consumata in procesul de vindecare.
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Figura 25. a) Viabilitatea celulara relativa a celulelor NHDF (Rezultatele sunt prezentate ca
medie + S.E.M. (eroarea standard a mediei), n = 9)

3.3.10  Concluzii

Prepararea de nanofibre microporoase de chitosan si condensarea acestora cu acid 2-
formilfenilboronic pentru a atinge un grad de iminare de 16 % a chitosanului, a condus la
obtinerea de biomateriale cu (i) capacitate de a se umfla si astfel de a drena exsudatul plagii
favorizand un mediu umed adecvat pentru vindecare; (ii) biocompatibilitate si bioadezivitate
benefica pentru repararea tesuturilor; (iii) activitate antimicrobiand benefica pentru prevenirea
infectiei plagii in primele etape de vindecare si (iv) viteza de biodegradare care se potriveste bine
perioadei de vindecare a plagii, indicand posibilitatea evitarii debridarii traumatice. Toate aceste
proprietati cumulate care satisfac cerintele unui pansament ideal incurajeaza investigatii
ulterioare pentru a oferi un produs comercializabil. Mai mult, acest studiu aduce in atentia
cercetdtorilor un nou design promitator pentru pansamentele pentru plagi, constand din nanofibre
de chitosan microporoase functionalizate prin iminare cu agenti antimicrobieni.

o =
@0 <

Capitolul 1V: Nanofibre de chitosan cu umpluturi de norfloxacind pentru
vindecarea arsurilor

4.1 Introducere

Ideea acestui studiu a fost sa dezvolte pansamente bioabsorbabile capabile sa vindece
arsurile. Tn dezvoltarea designului unui pansament potrivit, s-a tinut cont de rezultatele obtinute
si expuse in capitolele precedente. Astfel, studiile anterioare au demonstrat ca fibre de chitosan
pot fi obtinute prin electrofilarea unei solutii de chitosan/PEO, urmata de inlaturarea PEO-ului
[2-4]. Aceasta strategie confera fibrelor de chitosan pori intra-fibrilari, care aduc avantaje
suplimentare, cum ar fi o capacitate de absorbtie ridicata si o viteza mare de biodegradare. Un alt
aspect interesant este functionalizarea chitosanului prin legaturi covalente reversibile de tip imina,
caz n care s-a demonstrat ca se obtin materiale cu proprietati dinamice, capabile s raspunda la
stimuli externi cum ar fi pH-ul sau consumarea componentilor [2,3,5]. Tn acest mod, realizand
reactia de iminare cu o aldehida ce prezintd proprietati antimicrobiene, pot rezulta materiale
capabile sa elibereze aldehida antimicrobiana ,.la cerere”, prin deplasarea echilibrului reactiei de
iminare catre reactanti pe masura ce aldehida este consumata in procesul de inactivare a agentilor
patogeni [6]. Astfel, in acest context, au fost obtinute fibre mezoporoase de chitosan incarcate cu
un antibiotic cu spectru larg de actiune, norfloxacina (NFX), modificate la suprafata prin iminare
cu o aldehida cu activitate antimicrobiand, acidul 2-formilfenilboronic (AB). Materialele au fost
investigate in detaliu, urmarindu-se compozitia, morfologia si proprietdtile acestora necesare
pentru vindecarea ranilor.
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4.2 Prepararea pansamentelor pe bazi de chitosan si compozitia acestora

Nanofibrele compozite au fost obtinute in trei etape.
1) Fibre mezoporoase de
chitosan (C) au fost obtinute !
prin electrofilarea unei solutii de 0
CS/PEO urmata de indepartarea e M\ Fini N et
PEO-ului. Astfel, solutia de e “‘"“‘° CIPEO
CS/IPEO (2/1, m/m) cu o ’
concentratie de 2,1 % in acid
acetic 80 %, a fost electrofilata
utilizand parametrii de
electrofilare: voltaj = 7kV, debit &
= 0,4 mL/h, distangé ac-colector Ci, CN1i, CN2i, (“I%l CN1, CI\Z CN3
= 10 cm, diametrul interior al ~ Schema 12. Reprezentarea schematici a etapelor de
acului = 0,8 mm, vitezd rotatie  preparare ale nanofibrelor compozite
colector rotativ = 800 rpm,
temperaturd = 27 — 28 °C. PEO-ul a fost inlaturat prin spalarea fibrelor cu o solutie de NaOH (5
%) pentru neutralizarea acidului acetic rezidual si spilare cu apd pani la pH neutru. in vederea
conservarii porilor intra-fibrilari creati, fibrele au fost apoi liofilizate din stare umeda.
(2) Etapa de incarcare cu NFX a fost realizatd prin metoda de adsorbtie la echilibru, prin
imersarea fibrelor Tntr-o solutie saturata de norfloxacina, utilizand diferite conditii de incarcare si
incubarea acestora timp de 24 de ore in vase de PlexiGlass. Dupa aceasta, fibrele au fost uscate
in conditii atmosferice si mai apoi sub vacuum.
3) Etapa de modificare la suprafata a fibrelor a fost realizata prin spreierea probelor cu o
solutie de AB 0,28 %, astfel incat raportul molar dintre glucozamind/aldehida sa fie de 10/1.
Designul fibrelor compozite, descrise in Schema 12, a fost demonstrat prin analiza
termogravimetricd (ATG), sorbtie dinamica de vapori (DVS), spectroscopie FTIR si *H-RMN.
Spectrele FTIR si 'H-RMN au evidentiat eficienta incarcdrii medicamentului si a
imindrii fibrelor de chitosan, dar au adus de asemenea informatii cu privire la interactiunile fizice
intre componente. Astfel, spectrele FTIR au confirmat incapsularea NFX-ului prin aparitia
benzilor caracteristice: benzile de vibratie de intindere a grupdrii carbonil la 1636 cm™ si cele de
forfecare a NH-ului chinolinic la 1618 cm™*. Iminarea fibrelor cu AB a fost confirmatd de spectrele
FTIR, care au aritat aparitia unei benzi de vibratie caracteristica la 1625 cm™. Tn cazul spectrelor
RMN, incapsularea NFX-ului in fibre a condus la largirea semnalelor caracteristice si deplasarea
acestora de la 8,52 - 6,94 ppm la 8,9 — 7,2 ppm, in concordantd cu modificarea vecinatatilor
chimice prin aparitia de legaturi de hidrogen intermoleculare cu macromoleculele de chitosan.

L 1. Spilare PEO

incapsulare
NFX

4.3 Caracterizare morfologica

Imaginile SEM au aratat formarea de fibre Tncalcite continue cu un diametru mediu de
aproximativ 170 nm, pentru a forma un material super poros cu micro- si submicro- pori cu
diametre de pana la 4 pm. Compararea imaginilor SEM cu o marire mare (100 000 x) a relevat o
topografie mai rugoasd a fibrelor incarcate cu NFX, dar nu au fost detectate cristale de
medicament, sustinand ipoteza incapsularii medicamentului in interiorul acestora. Birefringenta
puternica a fibrelor sub lumina polarizata indicd un grad de cristalinitate, rezultat in procesul de
electrofilare datorita alinierii macromoleculelor in campul electric [7].
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Figura 27. Imagini SEM, AFM si POM ale probelor studiate

4.4 Comportamentul fibrelor in mediu umed. Umflarea, biodegradarea si eliberarea
in vitro a medicamentului

Atunci cand fibrele sunt imersate intr-un mediu cu pH-ul caracteristic pentru prima
etapa de vindecare a ranii (pH=7,4-10), fibrele de C se umfla rapid atingand un grad de umflare
de aproximativ 17 g/g, in mai putin de 15 minute (Figura 29a). Cand acestea sunt incarcate cu
NFX, adsorbtia medie a fibrelor scade la o valoare de aproximativ 7 g/g, si scade mai mult dupa
iminare, la o valoare de aproximativ 5 g/g (Figura 29a).

Fibrele au prezentat o eliberare controlatd a NFX-ului timp de 8 ore, eliberarea fiind
corelata cu pH-ul mediului: pentru un pH mai mare s-a inregistrat o viteza de eliberare mai mare,
datorita solubilitdtii mai bune a norfloxacinei Tn pH alcalin (Figura 29b,c). S-a observat ca
iminarea probelor a incetinit eliberarea medicamentului. De exemplu, dacd pentru proba CN1
s-a obtinut o eliberare de 66 % dupa 4 ore, iar pentru proba CN1i s-a inregistrat o eliberare a
norfloxacinei de 53 %.
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Figura 29. Comportamentul probelor in mediu umed: a) Gradul de umflare in medii cu pH-uri
diferite a probelor C, CN1 si CN1i; eliberarea in vitro a medicamentului in medii cu pH-uri
diferite pentru b) CN1 si ¢) CN1i
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45 Activitatea antimicrobiana

Activitatea antimicrobiana a fost determinatd pe tulpini microbiene reprezentative
pentru ranile infectate, bacterii Gram-negative si Gram-pozitive, precum si tulpini de drojdie si
de fungi. Analiza comparativd a rezultatelor a ardtat cd probele compozite au activitate
antimicrobiand puternicd cu un spectru larg de actiune impotriva tuturor agentilor patogeni
studiati, rezultatd prin contributia fiecarui component. Astfel, activitatea slaba a fibrelor de
chitosan (C) impotriva E. coli si K. pneomonaiae a fost imbunatatita cu proprietati antimicrobiene
Tmpotriva S. aureus, E. faecalis si P. aeruginosa atunci cand fibrele au fost incarcate cu NFX
(CN1) si cu activitate impotriva C. glabrata si A. brasiliensis cand fibrele au fost iminate cu AB
(Ci, CNL1i, CN2I). Activitatea antimicrobiand a crescut odatd cu cresterea cantititii de NFX
(CN1i vs. CN2i).

S. aureus E. coli A.brasiliensis

Figura 31. Imagini reprezentative ale zonelor de inhibitie dezvoltate de probele studiate
impotriva tulpinilor reprezentative, dupa 24 ore de incubare (pentru tulpinile de bacterii si
drojdii) si 72 de ore (pentru tulpinile fungice)

4.6 Biocompatibilitate in vitro

Rezultatele au aratat cd viabilitatea celulara a
fost mai mare de 85 % pentru toate probele, depasind
pragul de 70 % impus pentru dispozitivele medicale
utilizate in contact cu tesuturile vii (Figura 32a).
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Figura 32. Reprezentarea graficd a viabilitdtii celulare

relative a celulelor NHDF dupd un contact de 48 de ore

cu probele studiate, in comparatie cu celulele netratate.

v & &~ S @ Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie + eroarea
o < standard a mediei (S.E.M.),n =9

N
3y

Viabilitate celulari relativa (%)
o g



4.7 Biocompatibilitate in vivo

Impactul probelor asupra tesutului viu a fost investigat in vivo pe sobolani, prin
evaluarea parametrilor biochimici care oferd informatii asupra stadiului clinic si functia
metabolica a organelor si tesuturilor

Evaluarea biochimica si histopatologica, aratd ca administrarea subcutanata a probelor
nu a produs daune in timpul biodegradarii asupra circulatiei sanguine ficatului, rinichilor si
sistemului imunitar.
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Figura 33. Nivelul a) parametrilor hematologici; b) produsilor finali ai metabolismului; c)
enzimelor plasmatice si d) parametrilor imunologici, masurati dupd 24 de ore de la implantarea
subcutanatd a probelor la sobolani

4.8 Vindecarea rinilor

Studiul de vindecare a ranilor a evaluat eficienta fibrelor in cazul tratarii ranilor dermice
profunde la sobolani, pe o perioada de 25 de zile. S-au analizat parametrii macroscopici (aspectul,
suprafata, escara, epitelizarea) si criterii microscopice (coagularea, straturile celulare,
angiogeneza, celulele inflamatorii, depozitele de fibrina, epitelizarea). Un pansament de tifon si
vaselind a fost utilizat ca grup de control pozitiv. Imaginile arsurilor au fost documentate n
diferite etape de timp.

De remarcat este faptul ca fibrele mezoporoase de chitosan utilizate in studiu au
demonstrat o vindecare mai rapida decat alte fibre pe baza de chitosan, precum chitosanul/PEO.
Aceasta diferenta poate fi atribuitd absentei PEO-ului si prezentei mezoporilor in interiorul
fibrelor, care faciliteazd o umflare rapida si o umiditate favorabild pentru vindecarea ranilor.

Studiul comparativ privind vindecarea ranilor a ardtat cd utilizarea nanofibrelor de
chitosan promoveaza o vindecare mai rapida si o sinteza fibrilara intensa. Nanofibrele de chitosan
actioneaza ca un factor activ in vindecarea ranilor, interactionand direct cu rana, spre deosebire
de tifon, care are un rol mai pasiv de protectie.
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Figura 35. Aspectul ranilor in zilele 1, 15 si 25 a grupelor control pozitiv si a probelor studiate.

Tatuajul a persistat pentru toate leziunile (cu exceptia unuia, care nu a interferat cu conturul),
acest lucru facand vizualizarea clara a liniei in timpul mdasurdatorilor digitale)

La sfarsitul studiului, CN2i a inregistrat rezultate superioare in etapa de maturare si
epitelizare, cu inflamatie redusd, urmata de Ci si CN1i. Grupul C a prezentat inflamatie tardiva
si dezvoltare mai lenta, dar totusi mai rapida decat grupul de control cu tifon. Mobilitatea redusa
a lanturilor de chitosan in exsudat a influentat evolutia grupului C. Tn schimb, CN1i si CN2i au
prezentat un raspuns mai favorabil in mod constant.

s - b?;_ o | ' i
a) Control, b) Tifon, c) C, d) Ci, e) CN1i,
ziua 1 ziua 25 ziua 25 ziua 25 ziua 25 ziua 25

Figura 36. Scorul de vindecare a ranilor si imagini histologice reprezentative pe probe de tesut
colectate in prima zi de la aparitia ranii a) si in ziua 25 de vindecare, cind au fost aplicate b)
tifon, ¢) C, d) Ci, e) CN1i si /) CN2i

Rezultatele acestui studiu deschid calea pentru cercetiri ulterioare Tn domeniul
vindecarii ranilor cauzate de arsuri. intelegerea interactiunii nanofibrelor de chitosan cu procesele
fiziologice complexe ale vindecarii ranilor poate aduce noi perspective in dezvoltarea de
pansamente.

4.9 Concluzii

Tn acest studiu, s-au dezvoltat nanofibre mezoporoase de chitosan incircate cu
norfloxacina si acoperite cu un agent antifungic prin legaturi imino. Acestea au fost testate pentru
aplicabilitatea lor in tratarea ranilor, cum ar fi arsurile. Fibrele au o structurd poroasi, care le
permite sd se umfle rapid si sa retind umiditatea. Acest lucru le face potrivite pentru tratarea
ranilor, deoarece umiditatea este esentiald pentru vindecare. Materialele compozite au trecut
testele de biocompatibilitate si nu au prezentat efecte ddunatoare asupra animalelor de laborator.
Experimentele de tratare a ranilor cauzate de arsuri au aratat ca fibrele mezoporoase de chitosan
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favorizeaza sinteza fibrilard precoce. Adaugarea agentului antifungic imbunatateste regenerarea
tesuturilor prin inhibarea dezvoltirii agentilor patogeni. Incarcarea fibrelor cu norfloxacini si
sigilarea lor cu agentul antifungic a dus la inchiderea completa a ranilor si la o reepitelizare
intensa. In concluzie, utilizarea nanofibrelor mezoporoase de chitosan incircate cu norfloxacina
si acoperite cu un agent antifungic prin legédturi imino se dovedeste beneficd in accelerarea
procesului de vindecare a ranilor si imbunatatirea calitatii pielii noi formate. Acest compozit
ternar prezinta potential pentru aplicatiile medicale in tratarea ranilor.

Capitolul V: Nanofibre biodegradabile de chitosan/trimetil chitosan pentru
aplicarea ca pansamente bioabsorbabile pentru inchiderea si vindecarea ranilor

5.1 Introducere

Functionalizarea chitosanului cu grupdri cuaternare de amoniu, prin transformarea
grupdrilor amino in saruri cuaternare, de exemplu trimetil chitosan (TMC), sau prin grefarea de
spatiatori laterali ce poartd unitati cuaternare, de exemplu, N-(2-hidroxi)propil-3-trimetil amoniu
chitosan (HTCC), este benefica pentru imbunatatirea proprietdtilor chitosanului, cum ar fi
mucoadezivitatea, bioadezivitatea, proprietatile antimicrobiene, anticoagulante, antioxidante si
imunomodulatoare, facand chitosanul mai potrivit pentru inginerie tisulara si transport
transdermal de medicamente [8-10].

Eforturile au fost indreptate spre dezvoltarea unei proceduri de electrofilare a unui
amestec ternar de CS/TMC/PEO, in care PEO-ul joacd rol de aditiv de sacrificiu, care este
inlaturat pentru a rezulta fibre biodegradabile de CS/TMC. Design-ul a fost ales considerand
proprietatile imbunatatite ale TMC-ului vs. chitosan, dar si faptul ¢cd TMC-ul pur, datorita
gradului mare de cuaternizare, poate induce un grad de toxicitate [10]. S-a presupus ca, odati cu
combinarea  TMC-ului cu chitosanul, beneficiile TMC-ului vor fi pastrate in timp ce
citotoxicitatea va fi scazutd, la un nivel acceptat pentru dispozitivele biomedicale. Compozitia,
morfologia si proprietatile fibrelor de CS/TMC au fost investigate, iar fibrele biocompatibile cu
un raport optim intre CS/TMC care a condus la o ratd progresiva de biodegradare, au fost
investigate in experimente de vindecare a ranilor.

52 Obtinerea fibrelor binare de chitosan/trimetil chitosan si caracterizarea lor
structurali si morfologica

Fibre binare de CS/TMC au fost preparate prin electrofilarea unei solutii ternare
CS/TMC/PEO, cu un continut de 20 % (w/w) PEO si diferite rapoarte de CS/TMC, etapd urmata
de inldturarea selectiva a PEO prin spalari succesive cu etanol (Schema 13).

CSITMC/PEO
191155

ol CSITMCIPEO
Hidrolizi (NaOH) < > 17512505

-_[ 1. Metilare N, N, N-trimetil chitosan (TMC) i
2. Cuaternizare (QD=6133%, DD=1733%) [[ >0 ACH> @
Poli(etilen oxid) (PEO) CS/TMC/PEO

M, = 1000 kDa 13,306755

NCT3

(dezintegrat)
NCT1
(dezintegrat)

Electrofilare] Spilare PEO cu EtOI

z
]
l

Schema 13. Reprezentarea grafica a prepararii fibrelor binare TMC/CS

Prezenta celor doi biopolimeri in fibrele binare, CS si TMC, a fost confirmata prin
spectroscopie FTIR si 'H-RMN, care au evidentiat prezenta tuturor benzilor caracteristice celor
douad componente (Figura 38b,c). Astfel, spectrele FTIR ale fibrelor de CS/TMC au evidentiat o
banda de absorbtie in jurul valorii de 1461 cm caracteristicd vibratiei de intindere asimetrica a
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legaturii C-H din gruparea metil a -N(CHzs)s. Spectrul *H-RMN a evidentiat deplasarile chimice
specifice TMC-ului de la 4.2-4.5 pentru protonii H6™-H2" din unitatile glucozamina substituite cu
-N(CHs3)s3 si 3,5 - 4 ppm si 3,1 ppm pentru protonii H6-H3 si respectiv protonii H2 din unittile
glucozamina care nu sunt substituite cu -N(CHs)s, 3,31 ppm pentru protonii N(CHs)s si 3,03 ppm
pentru protonii -N(CHa)a.

——NC——NCTIS——NCTT —— NCT3 TMC

Transwitauti fua}

JL’\—_ & = NC = NCT19 —— NCT7 NCT3 ™

‘ 5 \/\«/\k__

\,J \‘x H ‘ !
/\/

\’\-w -

Intensitate (.0.)

56 54 5250 48 4.6 44 4240 38 3.6 34 32 3.0 18 26 24 22 20 18 s 10 15 20 25 30 s 4
11 (ppm) 20)

c) d)
Figura 38. Caracterizarea fibrelor binare prin b) FTIR, ¢) *H-RMN si d) XRD

Difractia de raze X a fibrelor CS/TMC a aratat doar o banda largéd de intensitate slaba,
cu maximul in jur de 21 °, indicand faptul ca fibrele sunt amorfe, in timp ce NC si TMC au aratat
benzi de difractie mai ascutite in conformitate cu un anumit grad de cristalinitate (Figura 38d),
acest lucru sugerand ca fortele fizice dintre CS si TMC au determinat o incélcire aleatorie a
lanturilor lor, impiedicand alinierea in timpul electrofilarii.

Figura 39. Imagini SEM ale fibrelor binare NCT si referinta NC. Insertie: histograme de
distributie ale diametrului fibrelor
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Fibre cu integritate buna au fost obtinute pentru un continut scazut de TMC (NCT19,
NCT7, NCT3), in timp ce cele cu un continut ridicat (NCT1, NCT2) s-au dezintegrat partial in
etanol Tn timpul procesului de indepartare a PEO-ului, motiv pentru care au fost excluse din
studiu. Imaginile obtinute prin analiza SEM au aratat ca probele NCT19, NCT7 si NCT3 sunt
fibre cu suprafata neteda, fara defecte, in timp ce fibrele NCT1 si NCT2 recuperate dupa
indepartarea etanolului au prezentat defecte de tip margele (Figura 39)

5.3 Comportamentul fibrelor in mediu apos. Solubilitate, umflare, biodegradare,
sorbtie de vapori de apa

Din punct de vedere al umflarii, probele au atins un grad maxim de umflare cu valori
semnificativ statistic mai mari (*p<0,05) pentru probele NCT3 si NCT7 in apa, care au atins un
maxim de 35 g/g. Capacitatea de a retine lichide s-a diminuat usor in timp, ramanand inca ridicata
dupa 24 de ore de experiment, cu diferente nesemnificative statistic ale gradului de umflare intre
probe, in jur de 20 g/g in apd si 12 g/g in PBS.

Degradarea enzimatica, monitorizata in solutie de lizozima in PBS (pH=7,4) timp de 7
zile, a ardtat cresterea vitezei de biodegradare de-a lungul cresterii continutului de TMC,
atingandu-se valori semnificativ statistic mai mari ale pierderii in greutate in comparatie cu fibrele
de chitosan (23 % - 44 % versus 10 %) (Figura 42c). Tntr-un mediu care mimeazi evolutia pH-
ul exsudatului in perioada de vindecare a ranilor, in primele 4 zile a avut loc o scadere in greutate
in jur de 20 %, a crescut usor la 22 % pana in ziva 14 si a crescut brusc la 100 % in ziua 17

(Figura 42d).
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Figura 42. Biodegradarea enzimaticd in c) solutie de lizozima (376 U/ml) in PBS si d) medii de
lizozimd care imita pH-ul exsudatului in perioada de vindecare a pldgii, exemplificat pentru
proba NCT7

5.5 Activitatea antimicrobiana in vitro

Activitatea antimicrobiana a fost investigatd impotriva tulpinilor de S. aureus si E. coli,
tulpini reprezentative pentru bacteriile Gram-pozitive si Gram-negative. Investigatiile au fost
realizate in medii ce mimeaza exsudatul ranilor, in prezenta de lizozima care a fost utilizata drept
control. Toate probele ce au avut TMC in compozitie au fost foarte eficiente impotriva E. Coli,
cu 0 zona de inhibitie pentru NCT3 de pana la 32 mm, iar probele NCT7 si NCT3 au fost eficiente
si impotriva S. aureus.

Tabel 12. Activitatea antimicrobiand a compusilor testati impotriva tulpinilor de referintd (mm)
Zona de inhibitie (mm)

Tulpini C [ NC ] NCT3 | NCT7 | NCT19
Staphylococcus aureus ) ) 15.50 + 19.93 + )
ATCC25923 0.15 0.17

3185+ 28.80 = 26.90

Escherichia coli ATCC25922 - - 0.21 339 +3.96
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5.6 Biocompatibilitatea in vitro si in vivo

Viabilitatea  fibroblastilor

dermici umani normali (NHDF) la = 100+

contactul cu probele studiate a fost £ 90 ——
investigata prin testul MTS, timp de 24 g gg: *

de ore, in concordanta cu standardul 2 60

ISO pentru dispozitive medicale o 509

(Figura 45) [11]. 5 401

Evaluate in vivo, implantarea fibrelor % 23

nu a provocat nici o abatere statistic & 104

semnificativa a parametrilor = o T

biochimici relevanti pentru starea & \p"’ eé« \p,&

clinicd si activitatea metabolica a
organelor si tesuturilor. Astfel,  Figura45. Biocompatibilitatea nanofibrelor. Datele
parametrii hematologici: hemoglobind  sunt prezentate ca medie + S.E.M. (eroarea standard
(Hb), hematocrit (Ht), globule rosii @ mediei), n=9; **p <0,0001 (NC vs NCT3; NC vs
(RBC) si globule albe: neutrofile ~ NCT7)si* p < 0,05 (NC vs NCT19)
polimorfonucleare (PMN), limfocite

(Ly), eritrocite (E), monocite (M) si bazofile (B) au avut valori similare cu cele ale martorului
negativ, indicand faptul ca produsii de biodegradare ai probelor care au ajuns in singe nu au
modificat capacitatea de transport a oxigenului si nu au indus stres toxic [12]. Tn plus, lipsa
modificdrii nivelului de eozinofile si bazofile a indicat cd probele implantate nu au declansat
reactii alergice. Similar, nu s-au observat modificari ale nivelului de enzime caracteristice
ficatului, a produsilor metabolismului care constituie markeri ai functionarii normale a rinichilor,
si a parametrilor caracteristici sistemului imunitar, indicand faptul ca fibrele sunt lipsite de
toxicitate si pot fi utilizate in siguranta.

5.7 Vindecarea ranilor

Capacitatea fibrelor NCT7 de a favoriza tratarea ranilor a fost investigatd pe modele de
arsuri profunde (de gradul doi/trei) pe sobolani, comparativ cu un pansament standard neaderent
de tifon impregnat cu vaselina (G) utilizat ca si control negativ si tifon Imbibat cu sulfadiazina
(G-SFT) ca si control pozitiv, pe o perioada corespunzatoare primei inchideri a plagii (Figura
49). Dupa 22 zile de experiment, procentul mediu de inchidere a plagii a probei NCT7 a fost 49
%, pentru G-SFT a fost 22 % si pentru G a fost 19 %.

Tn probele de tesut ale plagii acoperite cu proba G (Figura 49), observarea histologica
a evidentiat un strat de exsudat care acoperd suprafata ranii (cadrul portocaliu) si s-a observat
infiltrarea abundenta a leucocitelor sub acest strat. in cazul probelor G-SFT si NCT7, refacerea
epiteliului a fost evidenta, dar in timp ce In G-SFT a fost observata sub un strat de exsudat
(deasupra cadrului verde), in situatia NCT7 epiteliile au avut un aspect complet functional cu
prezenta stratului cornificat protector superior. in cazul martorului pozitiv si al probei de fibre,
infiltrarea leucocitelor a fost prezenta sub epiteliu, sugerdnd vindecarea activa a plagii. Epiteliul
sobolanilor de control netratati a fost prezentat ca termen de comparatie pentru a demonstra
grosimea epiteliului nedeteriorat.
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Figura 49. Imaginea arsurii dupd provocare (ziua 1) si in zilele 11 si 22, ale grupurilor de control
negativ (G) si pozitiv (G-SFT) si NCT7. Plaga a avut un diametru de 2,5 cm si a fost conturatd
cu un tatuaj pentru monitorizarea usoard a procentului de inchidere a plagii.

-

X e 4
Control

Figura 50. Analiza histologica a probelor de tesut in ziua 11. Formarea epiteliului este
prezentata cu dreptunghi verde. Exsudatul care acopera rana este incadrat intr-un dreptunghi
portocaliu. Obiectiv: 60x 0.9 NA WI

Similar studiului precedent, fibrele NCT7 au fost incércate cu NFX si sigilate prin
iminare cu AB si testate in vederea stabilirii capacitatii de vindecare a ranilor. Dupa cum era de
asteptat, prezenta medicamentului cu spectru larg de actiune si a agentului antifungic a favorizat
un proces de vindecare favorabil comparativ cu fibra martor NCT7.

Ziua 1l

Ziua 11

Ziua 22

NCT7+NFX  NCT7+NFX+AB
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Figura 51. Imaginea arsurii dupd provocare (ziua 1) si in zilele 11 si 22, ale grupurilor de control
negativ (G) si pozitiv (G-SFT), NCT7, NCT7+NFX si NCT7+NFX+AB. Plaga a avut un diametru
de 2,5 cm si a fost conturatd cu un tatuaj pentru monitorizarea usoard a procentului de nchidere
a plagii. Tatuajul a fost persistent, permitand astfel vizualizarea clard a conturului in timpul
masurarii digitale
5.8 Concluzii

Studiul raporteaza pentru prima datd obtinerea de nanofibre de chitosan/trimetil
chitosan, printr-o strategie care implica utilizarea PEO-ului ca agent de co-filare si aditiv de
sacrificiu. Aceasta abordare a furnizat noi materiale biocompatibile, cu o morfologie particulara
constand in nanofibre mezoporoase, care au favorizat adsorbtia de lichide si donarea lor catre
mediu.  Aceasta abordare a furnizat noi materiale biocompatibile, cu o morfologie particulara
constand in nanofibre mezoporoase, care au favorizat adsorbtia de lichide si donarea lor catre
mediu. Ele sunt materiale asemanatoare tifonului care pot fi manipulate usor fard nici o
deteriorare, cu proprietiti mecanice similare tesuturilor vii. In comparatie cu fibrele de chitosan,
acestea au prezentat o biodegradare imbunatatita, controlatd de continutul de TMC si de pH-ul
mediului. TMC-ul a Tnzestrat materialele cu muco- si bioadezivitate imbunatitite, si activitate
antimicrobiana impotriva agentilor patogeni Gram-pozitivi si Gram-negativi. S-a demonstrat ca
un procent de 13 % TMC in fibrele de chitosan a condus la biocompatibilitate in vitro pe
fibroblaste dermice umane normale, in conformitate cu cea reglementatd de standardele pentru
dispozitivele biomedicale, in timp ce testele in vivo pe sobolani experimentali au ardtat cd acestea
nu afecteaza starea clinica si activitatea metabolica a organelor si tesuturilor si nu provoaca niciun
efect alergen sau raspuns al sistemului imunitar. Mai mult, fibrele cu cea mai buna balanta de
proprietati au promovat inchiderea totala si vindecarea activa a plagilor de arsura de gradul II/I1I
la sobolani, cu biodegradare totald pe parcursul a 11 zile, indicand potentialul de a functiona ca
pansamente bioresorbabile eficiente.

Capitolul VI: Nanofibre de chitosan si chitosan cuaternizat care incapsuleaza
nanoparticule de oxid de cupru

6.2 Design. Morfologie si compozitie
0 0105 1 5

Tn acest studiu, s-au obtinut fibre 100.00 + 2 mm
nanocompozite bazate pe un amestec de polimeri 20 20 20 20 20
(chitosan, HTCC si PEO) si nanoparticule de oxid 80.00
de cupru (CuONP). Comporzitia fibrelor a fost =
conceputa pentru a combina proprietatile benefice = 60.00
ale fiecarui component: ]

e Chitosanul este o matrice biocompatibila = 40.00
si biodegradabila care poate ancora
nanoparticulele prin legaturi dative. 20.00
e HTCC -ul are activitate antimicrobiana 0.00
ridicata si un efect stabilizator asupra CO C01CO05 C1 C5

nanoparticulelor pe baza de metale.

e PEO-ul este un aditiv de electrofilare, un
agent tensioactiv pentru nanoparticule si
poate imbunatdti proprietdtile mecanice
ale fibrelor.

e Nanoparticulele de CuO au activitate antimicrobiand si antivirald puternica si pot
imbunatati procesul de electrofilare prin imbunatatirea conductivitatii.

ECSEHTCC PEO mCuO NPs

Figura 52. Reprezentarea grafica a
comporzitiei fibrelor studiate
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Fibrele nanocompozite au fost obtinute prin electrofilare, conducénd la o dispersie find a
nanoparticulelor in fibre, ceea ce este important pentru a obtine proprietati imbuntatite.

s

20 pm

20 pm

Nanoparticule de CuO
Figura 53. Imagini SEM si POM ale probelor studiate (scala imaginilor inserate:400 nm)

Fibre fara defecte au fost obtinute pentru toate compozitiile, fara pierderi de masa in
timpul procesului de electrofilare. Suprafata fibrelor a fost neteda, fara aglomerari evidente de
nanoparticule, indicand o distributie find a acestora in interiorul fibrelor (Figura 53). Mai mult,
datele din spectrele FTIR si 'H-RMN au demonstrat prezenta celor trei polimeri.
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O imagine mult mai aprofundata a starii componentelor in fibrele nanocompozite a fost
adusa de difractia de raze X (Figura 58a). Difractograma de raze X a nanoparticulelor de CUONP
a aratat reflexii Bragg ascutite in domeniul 32,6 - 75 °, cu doua benzi foarte intense la 35,5 °© si
38,8 °. Dimpotriva, fibrele au prezentat o difractie larga cu doua varfuri mai ascutite la 19,3 si
23,5 °, care sunt caracteristice fazei cristaline a PEO-ului [15]. O dovada a stabilizarii CuONP in
amestecul polimeric a fost adusa de spectrele de absorbtie UV-vis ale filmelor subtiri preparate
din solutia de electrofilare in comparatie cu spectrul suspensiei CuONP in apa (Figura 58b). Atat
filmele, cat si suspensiile au prezentat o banda de absorbtie la aproximativ 259 nm, caracteristica
pentru CuONP, confirmand ca nanoparticulele nu au suferit modificari in solutia de electrofilare
[16-20].
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Figura 58. a) Difractograme de raze X, b) spectre UV-vis si curbe c) ATG si d) Derivatele ATG
ale nanofibrelor compozite cu CuONP in comparatie cu nanofibrele de referinta fara CuONP

6.3 Proprietiiti mecanice

Influenta nanoparticulelor CuONP asupra proprietatilor mecanice ale fibrelor a fost
evaluata prin analiza unei serii de parametri: tensiunea la tractiune, alungirea la rupere si modulul
lui Young.

Rezultatele au aratat ca tensiunea la tractiune a fibrelor a crescut odata cu cresterea
continutului de CuONP, de la 5 la 10 MPa. Aceastd crestere a rezistentei la tractiune a fost
atribuita fortelor puternice dezvoltate intre nanoparticule si matricea polimerica. in schimb,
alungirea la rupere a scazut odatd cu cresterea continutului de CuONP. Aceasta reducere a
elasticitatii a fost cauzatd de rigidizarea fibrelor si de discontinuitatile structurale induse de
clusterele ordonate formate in jurul cristalelor de CuONP si PEO. Modulul lui Young, care
masoara elasticitatea fibrelor, a crescut, de asemenea, odata cu cresterea continutului de CuONP.
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6.5 Activitatea antimicrobiana

Toate probele testate au prezentat o activitate antibacteriana foarte ridicatd Impotriva
tulpinii bacteriene Gram-pozitive reprezentate de S. aureus si, de asemenea, Tmpotriva tulpinii
bacteriene Gram-negative reprezentate de K. pneumoniae, reducand viabilitatea celulara cu peste
85 % (Figura 62).
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Figura 62. Inhibarea bacteriand a tulpinilor a,b) S. aureus (albastru) si ¢,d) K. pneumoniae
(verde) atunci cand sunt in contact cu fibrele de 2x2 cm? (a,¢) si respectiv 0,5x0,5 cm? (b,d) (*p
<0,05; **p <0,01; ***p <0,001)

6.6 Permeabilitatea/respirabilitatea si capacitatea de indepartare a prafului

Rata de patrundere a vaporilor de apa prin netesutele de fibre in conditii statice a fost
inregistrata in decurs de 7 zile. Dupa primele 24 de ore, permeabilitatea a fost ridicatd, in jur de
750 g/m? zi, indiferent de continutul de CuONP.

in ceea ce priveste permeabilitatea la aer, fibrele CO1 au prezentat valori similare cu
cele ale CO, in jur de 3,6 m3¥m?2min, si au scdzut la aproximativ 0,67 m3/m2min pentru fibrele C5
cu continut maxim de 5 % CuONP. Aceasta performanta este comparabild cu cea a altor nanofibre
pe baza de chitosan sau nanofibre pe baza de polimeri sintetici, cum ar fi poliuretanul, polialcoolul
vinilic sau poliamida [21-24].

Determinarea eficientei de filtrare a particulelor de 2,5 um (PM2,5) si, respectiv, 10 um
(PM10) a evidentiat valori de aproximativ 62 % si, respectiv, 80,57 %. Valorile au crescut usor
odatd cu cresterea continutului de CuONP, in acord cu scaderea diametrului fibrei si, in
consecinta, a porilor inter-fibrilari. in toate cazurile, numarul particulelor din camera curata a fost
mai mic de 3 % si, respectiv, 1,5 % , comparativ cu 100 % in camera poluatd. Asa cum era de
asteptat, capacitatea de filtrare a fost imbunatatita prin cresterea grosimii netesutei, ajungand la
65 % si, respectiv, 90 % pentru proba C5, valori comparabile cu cele ale materialului filtrant din
mastile PFE.
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6.8. Biodegradare in sol

Chitosanul este cunoscut ca un polimer biodegradabil, ale cérui produse de
descompunere sunt ingrasaminte pentru sol [25]. Influenta compozitiei chimice a fibrelor studiate
asupra descompunerii lor a fost investigata printr-un test de ngropare in sol. Nanoparticulele de
oxid de cupru au ntarziat descompunerea intr-o maniera dependentd de doza. Astfel, in timp ce
probele CO, CO1 si C05 s-au dezintegrat complet si s-au absorbit in sol pana in ziua 7, proba C1
a disparut pand in ziua 8, in timp ce C5 a disparut complet dupa 15 zile. Acest lucru este in stransa
corelatie cu densitatea mai mare a fortelor intermoleculare puternice dezvoltate de ChONP.

6.9. Concluzii

Tn acest studiu, s-a dezvoltat o noud metodi pentru a incorpora nanoparticule de oxid
de cupru (CuONP) in nanofibre pe baza de chitosan. Nanofibrele rezultate au proprietati
mecanice, antioxidante, antimicrobiene si de filtrare imbunatatite. Masuratorile SEM au aratat ca
CuONP au subtiat fibrele de 1a 270 la 126 nm. incorporarea cu succes a CuONP a fost demonstrata
prin analize EDAX, UV-vis, FTIR, 'H-RMN si ATG. Difractia de raze X a indicat natura
semicristalind a fibrelor. CuONP au imbunatatit proprietatile mecanice ale fibrelor, atingand
valori ale deformatiei la tractiune de pana la 10 MPa si modulul lui Young de 270 MPa.
Chitosanul cuaternizat si CuUONP au imbunatatit activitatea antioxidantd a fibrelor, reducand
radicalii liberi. Fibrele au prezentat o activitate antimicrobiana puternica, reducand S. aureus
Gram-pozitiv si K. pneumoniae Gram-negativ cu pana la 96 %. Fibrele au o ratd bunid de
transmisie a vaporilor de apa si permeabilitate la aer. De asemenea, au o eficientd de indepartare
a particulelor fine PM2.5 si PM10 comparabild cu cea a nanofibrelor sintetice. Fibrele sunt
biodegradabile, cu o biodegradare de aproximativ 40% in 21 de zile. Aceste rezultate sugereaza
ca nanofibrele CuONP/chitosan/chitosan cuaternizat/PEO ar putea fi utilizate pentru a dezvolta o
gama larga de produse, inclusiv pansamente, masti si filtre de aer.

21



Concluzii generale

Teza de doctorat intitulata ,,Derivati de chitosan pentru dezvoltarea de pansamente

destinate vindecirii ranilor” are 282 pagini impartite in sapte capitole care includ 43 tabele, 90
figuri, 14 scheme si 400 note bibliografice. Teza a fost structuratd in doua parti, un studiu de
literatura care este reprezentat de Capitolul I si 11, si partea de contributii personale (Capitolele
111-VII). Teza se Incheie cu o serie de concluzii generale.

Rezultatele originale sunt prezentate in cinci capitole si vizeaza:

Obtinerea de fibre de chitosan si functionalizarea acestora cu acid 2-formilfenilboronic
Obtinerea de pansamente pe baza de chitosan incarcate cu norfloxacina si sigilate cu
acid 2-formilfenilboronic

Obtinerea de pansamente pe baza de chitosan si trimetil chitosan

Obtinerea de materiale multifunctionale pe baza de chitosan si chitosan cuaternizat care
incapsuleaza nanoparticule de oxid de cupru

Din aceste studii, s-au desprins urmatoarele concluzii:

1. Studiu preliminar de obtinere de fibre de chitosan si functionalizarea acestora cu acid 2-
formilfenilboronic.

Fibre de chitosan au fost obtinute prin utilizarea de poli(etilen oxid) ca agent de co-
filare si matrice de sacrificiu. Solutii binare de chitosan si poli(etilen oxid) in acid acetic
concentrat au fost electrofilate si fibrele binare obtinute au fost spélate succesiv cu o
solutie de NaOH si apa 1n vederea neutralizarii acidului acetic rezidual si inldturarea
polimerului sintetic.

Morfologia fibrilard si porozitatea materialelor obtinute au fost demonstrate prin
microscopie electronica de baleiaj si microscopie de forta atomica.

Fibre de imino-chitosan au fost obtinute prin reactia de iminare in sistem eterogen a
fibrelor poroase de chitosan cu o aldehida cu proprietati anti-patogenice.

Gradul de conversie al gruparilor amino din chitosan in unititi iminice a variat in functie
de polaritatea solventului utilizat pentru prepararea fazei lichide (apa, etanol, toluen),
cel mai mare randament al reactiei fiind atins pentru fibrele ce au fost umflate in apa
Tnainte de efectuarea sintezei.

Fibrele au prezentat activitate antimicrobiana, in special impotriva Staphylococcus
aureus rezistent la meticilina.

2. Proiectarea de biomateriale multifunctionale pe baza de fibre de chitosan microporoase
functionalizate prin legétura iminica cu acid 2-formilfenilboronic cu scopul de a fi utilizate
drept pansamente pentru plagi.

Nanofibre microporoase de chitosan, cu diametre medii mai mici de 200 nm, pori inter-
fibrilari in jur de 1 um si micropori intra-fibrilari de pana la 2 nm, au fost obtinute prin
electrofilarea unor amestecuri de CS/PEO, urmata de eliminarea PEO prin spalare.
Functionalizarea fibrelor prin iminare in sistem eterogen cu acid 2-formilfenilboronic
a permis controlul gradului de iminare (52,8 1a 14,7 %) si fixarea unitatilor de imina in
micropori sau la suprafata fibrei prin varierea raportului molar al gruparilor functionale
si viteza de Indepartare a solventului din sistemul de reactie.

Reactia de iminare a fost demonstrata prin spectroscopie in infrarosu, aceasta metoda
punand in evidentd banda de vibratie specifica legaturilor iminice nou formate.
Spectroscopia *H-RMN a confirmat reactia de iminare si a permis evaluarea cantitativa
a gradului de conversie a gruparilor amino din chitosan 1n unitéti imino.

Natura microporoasa a fibrelor a favorizat umflarea rapida in apa si in solutii tampon
fosfat cu pH-uri diferite, atingdnd un MES remarcabil in jurul valorii de 30 g/g.
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Biodegradarea enzimatica in medii de pH diferit, corespunzitoare evolutiei pH-ului in
perioada de vindecare a ranilor, a evidentiat o crestere a biodegradarii la cresterea pH-
ului la valoarea 10, corespunzatoare primelor doud etape de vindecare a ranilor, si
biodegradarea rapida in mediu de pH 5,5 caracteristic dermei normale.
Functionalizarea cu acid 2-formilfenilboronic a conferit fibrelor activitate
antimicrobiana impotriva agentilor patogeni precum S. aureus, A. brasiliensis si C.
albicans chiar si pentru cel mai scazut grad de iminare (14,75 %), corelat cu deplasarea
echilibrului de iminare spre produsii de reactie in medii umede.

Testele de biocompatibilitate pe fibroblaste dermice umane normale, au indicat ca
fibrele pot fi utilizate in sigurantd in aplicatii care implica contactul direct cu tesutul
viu, pentru un grad de iminare de pana la 20 %, in timp ce un grad de iminare de pana
la 16 % a determinat aderenta si proliferarea celulara.

Obtinerea de pansamente pe baza de fibre mezoporoase de chitosan incarcate cu un antibiotic
cu spectru larg de actiune, norfloxacind, modificate la suprafata prin iminare cu o aldehida
cu activitate antimicrobiand, acid 2-formilfenilboronic.

S-au preparat fibre mezoporoase de chitosan incércate cu norfloxacina si acoperite cu
un agent antifungic prin intermediul legaturilor reversibile imino, si acestea au fost
investigate din punct de vedere al proprietatilor ce influenteazd vindecarea ranilor.
Fibrele au avut un diametru de aproximativ 170 nm cu pori intrafibrilari de aproximativ
2,7 nm si pori interfibrilari mai mici de 4 pm.

Natura mezoporoasa a fibrelor a favorizat o umflare rapida, atingand o umflare masica
la echilibru de pana la 20 g/g in mai putin de 15 minute, si un procent al biodegradarii
de pana la 30 % in 14 zile, ambele procese fiind controlate de pH-ul mediului.

Fibrele au prezentat abilitatea de adsorbtie/desorbtie de lichide, indicand capacitate de
control a umiditatii si respirabilitate, umiditatea maxima retinutd avand valori de pana
la 35 %, valori care indeplinesc cerintele pentru tratarea ranilor cauzate de arsuri.
Tncapsularea norfloxacinei in fibrele mezoporoase a favorizat o eliberare lenti in timp,
ntr-o maniera controlata.

Combinatia dintre chitosan, norfloxacina si agentul antifungic a oferit materialului
compozit un spectru larg de actiune impotriva bacteriilor Gram-negative si Gram-
pozitive, dar si impotriva tulpinilor de fungi si drojdii.

Materialele obtinute au trecut testele de biocompatibilitate impuse dispozitivelor
biomedicale, si implantarea lor subcutanata la sobolani nu a indus efecte nocive asupra
sangelui, ficatului si rinichilor, si nici reactii alergice sau vreun raspuns al sistemului
imunitar.

Investigarea materialelor compozite drept pansamente in experimentele de tratare a
ranilor cauzate de arsuri la sobolani au demonstrat beneficiile aduse de acest compozit
ternar. Fibrele mezoporoase de chitosan au favorizat sinteza fibrilara precoce, dar
vindecarea a fost Ingreunatd de prezenta proceselor inflamatorii. Iminarea acestora cu
aldehida antifungici a imbunititit semnificativ regenerarea tesuturilor. Incarcarea
fibrelor cu o cantitate mica de norfloxacina urmata de iminarea la suprafata cu aldehida
antifungica, a favorizat o inchidere totala a ranii si refacerea tesutului.
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Obtinerea de biomateriale pe baza de nanofibre biodegradabile de chitosan/trimetil chitosan
pentru aplicarea ca pansamente bioabsorbabile pentru inchiderea si vindecarea ranilor.

S-au preparat fibre mezoporoase binare de CS/TMC farad defecte, cu integritate buna
pentru un procent maxim de 25 % TMC, cu un diametru de pana la 153 nm si cu pori
intrafibrilari cu un diametru de aproximativ 3 nm, porozitate rezultata prin indepartarea
poli(etilenoxidului), polimer utilizat drept agent de agent de co-filare si matrice de
sacrificiu.

Fibrele au prezentat o umflare masica la echilibru de 30 g/g in apa si 15 g/g in PBS,
rezultatele fiind similare cu a pansamentelor comerciale ce sunt utilizate Tn tratarea
ranilor care exsudeaza abundent.

Fibrele CS/TMC au prezentat un grad de biodegradare de pana la 45 % in medii de pH
fiziologic in 3 zile, favorizat de solubilitatea TMC-ului, degradarea enzimatica in
prezenta lizozimei (enzima existentd in fluidele biologice) si natura lor mezoporoasa
care a favorizat un acces facil al solventului si moleculelor enzimei.

Prezenta TMC-ului a imbunatatit semnificativ mucoadeziunea fibrelor datoritd
capacitatii mai mari a sarcinilor pozitive permanente de a interactiona cu mucina
incarcatd negativ pentru a forma agregate. Fibrele au bioaderentd buna, si aderad cu
usurinta la piele , caracteristici importante pentru biomaterialele implantabile.

Fibrele sunt flexibile si pot fi manipulate fara deteriorari, chiar daca TMC-ul a diminuat
modulul lui Young provocand un grad de friabilitate sub presiunea unei forte mari.
Valoarea rezistentei lor la tractiune, in jur de 10 MPa pentru NCT7 si NCT19, este
apropiatd de cea a tesutului pielii (2-16 MPa), indicand utilitatea lor in protejarea ranilor
in timpul activitatilor normale ale pacientului

Prezenta TMC-ului in fibre le-a inzestrat cu activitate antimicrobiand puternica, in
special Tmpotriva bacteriilor Gram-negative, care sunt cei mai comuni patogeni
colonizatori ai ranilor si formatori prolifici de biofilm.

Testele pe fibroblaste umane normale au aratat ca fibrele cu un continut TMC mai mic
de 13 % (NCT7, NCT19) pot fi utilizate in siguranta ca dispozitive medicale.
Implantarea subcutanatd a fibrelor la sobolanii Wistar nu a provocat devieri
semnificative statistic ale parametrilor biochimici relevanti pentru starea clinica si
activitatea metabolica a organelor si tesuturilor, indicand potentialul lor de utilizare in
vivo in conditii de siguranta. Acesta este un rezultat important, avand in vedere ca pana
n prezent nu au fost raportate teste de biocompatibilitate in vivo pe fibre de chitosan
cuaternizat.

Fibrele CS/TMC cu aproximativ 13 % TMC au prezentat cea mai bund balanta de
proprietati pentru bioaplicatii, iar utilizarea lor in experimentele de vindecare a réanilor
au dovedit inchiderea totala si vindecarea activa a plagilor de arsura de gradul II/I1I la
sobolani, cu biodegradare totalda pe parcursul a 11 zile, indicand potentialul de a
functiona ca pansamente bioresorbabile eficiente.

Obtinerea de nanofibre de chitosan si chitosan cuaternizat care Incapsuleaza nanoparticule
de oxid de cupru cu scopul de a obtine noi biomateriale multifunctionale.

Fibre nanocompozite bazate pe un amestec de polimeri (chitosan, HTCC si PEO) si
diferite cantitati de CuONP au fost obtinute prin electrofilare fara ac, utilizdnd
tehnologia NanoSpider, acest studiu raportand pentru prima daté acest tip de material.

Masuratorile SEM au aratat cd nanoparticulele CuONP au favorizat subtierea fibrelor
de la 270 la 126 nm.

Incorporarea cu succes a CuHONP a fost demonstrata prin analiza EDAX si UV-vis.
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Spectroscopia FTIR si 'H-RMN precum si analiza TGA au confirmat prezenta
chitosanului, chitosanului cuaternizat si poli (etilen oxidului) si formarea unor forte
intermoleculare puternice cu nanoparticule de oxid de cupru.

Difractia de raze X a indicat natura semicristalina a fibrelor conferitd de segregarea de
faza a domeniilor cristaline bogate in PEO in matricea bogata in chitosan semicristalin.
Nanoparticulele de CuONP au imbunatatit proprietatile mecanice ale fibrelor, atingand
valori ale deformatiei la tractiune de pana la 10 MPa si modulul lui Young de 270 MPa.
Chitosanul cuaternizat si CutONP au imbunatitit activitatea antioxidanta printr-un efect
sinergic, constand in eliberarea unitatilor de hidroxil si amina din reteaua legaturilor de
H si sldbirea energiei de disociere a legéturilor covalente O-H si N-H, facand atomii de
hidrogen mai predispusi la scindare heterolitica.

Fibrele au prezentat o activitate antimicrobiana puternicd, in principal datorita
chitosanului cuaternizat si imbunatatita de nanoparticulele de oxid de cupru, reducand
S. aureus Gram-pozitiv pana la 95,5 % si K. pneumoniae Gram-negativ pana la 96,2 %.
Fibrele au o ratd bund de transmisie a vaporilor de apa de 750g /m2 /zi, permeabilitate
la aer intre 0,75 - 22,5 m3/m? zi si eficientd de indepdrtare a particulelor fine PM2.5 in
jur de 65 % si PM10 in jur de 92 %, valori comparabile cu cele ale nanofibrelor
sintetice.

Originea naturald a chitosanului si a chitosanului cuaternizat a determinat o
biodegradare de aproximativ 40 % in 21 de zile si o degradare rapida a fibrelor in sol
in mai putin de 15 zile.

Toate aceste caracteristici indicd nanofibrele studiate CuONP/chitosan/chitosan
cuaternizat/PEO ca o platforma promitatoare pentru a dezvolta ecomateriale pentru un
domeniu larg de aplicatii, cum ar fi pansamente, masti si filtre de aer.
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