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INTRODUCERE

Polisulfonele reprezintd o clasa de polimeri termoplastici de inalta performanta cu
proprietati remarcabile. Ele se disting printr-o stabilitate termicd excelenta, mentinandu-si
integritatea structurald si performanta chiar si la temperaturi ridicate, aspect esential pentru
procese precum sterilizarea prin autoclavare, indispensabild in domeniul medical. Pe langa
aceasta, polisulfonele prezintd stabilitate chimica remarcabila, care le confera rezistentd la o
varietate de acizi, baze si solventi, asigurand durabilitatea materialului in prezenta fluidelor
biologice sau a solutiilor dezinfectante. Mai mult, polisulfonele se remarcd prin rezistenta
mecanica superioard si biocompatibilitate intrinsecd. Aceasta din urma este o proprietate
fundamentald, care indica faptul cd materialul nu provoaca reactii adverse sau toxice prin
interactiunea cu tesuturile vii sau cu sangele.

Datoritd acestor caracteristici exceptionale, polisulfonele sunt frecvent utilizate in
domenii diverse ale ingineriei biomedicale. Una dintre cele mai importante aplicatii ale acestui
polimer constd in fabricarea membranelor pentru dializa si oxigenare a sangelui. in dializoare,
structura poroasa controlatd a polisulfonelor permite filtrarea eficienta a toxinelor din sange, in
timp ce in oxigenatoarele de sange faciliteazd schimbul de gaze, ambele procese fiind vitale
pentru sustinerea vietii. In plus, datorita rezistentei mecanice si capacititii de a fi sterilizate in
mod repetat, polisulfonele sunt materiale optime in procesele de fabricare a componentelor
instrumentarului chirurgical, cum ar fi manerele sau carcasele, asigurdnd durabilitate si
respectarea standardelor stricte de igiend. De asemenea, polisulfonele sunt studiate in domeniul
ingineriei tisulare pentru a crea structuri de suport (schele) tridimensionale, care asigura o matrice
stabild si compatibild pentru cresterea si diferentierea celulelor.

Desi polisulfonele prezinta un potential aplicativ considerabil, in special ca biomateriale
in diverse dispozitive si tehnici medicale, cercetérile dedicate aprofundarii proprietatilor si a
noilor utilizari ale acestor polimeri in context biologic sunt limitate. Aceastd lacuna in literatura
de specialitate si in studiile de profil indica o oportunitate semnificativa pentru investigatii
ulterioare. Prin urmare, exista un cadru favorabil si o nevoie clara pentru noi studii care sa vizeze
extinderea cercetdrilor fundamentale si aplicative in acest domeniu.

Din acest motiv, prezenta tezd urmareste sd aducad contributii in aplicabilitatea
materialelor polisulfonice in sfera biomedicala, avand in vedere trei obiective majore:

»  Generarea unui cadru fundamental pentru intelegerea influentei structurii polisulfonelor
asupra proprietatilor acestora, prin investigarea comportamentului lor in solutie, cu
scopul de a obtine informatii utile privind prepararea de acoperiri pentru dispozitive
medicale;

» Dezvoltarea de sisteme de eliberare a medicamentelor pe bazd de derivati de
polisulfona;

> Imbunititirea proprietatilor polisulfonelor prin functionalizare cu un biopolimer,
chitosan, si evaluarea impactului chimiei, a procedeului de obtinere sau al naturii
materialului asupra performantei.

Importanta tezei de doctorat constd in potentialul cercetdrilor intreprinse, avand drept
scop cresterea eficacitatii terapeutice prin administrare locald (prin eliberarea controlatd si
tintitd, medicamentul ajunge la tesutul vizat in concentratia optimd, minimizand efectele
secundare sistemice), reducerea frecventei administrdrii (sistemele cu eliberare sustinutd pot
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diminua necesitatea administrarii repetate a dozelor) si dezvoltarea de materiale
multifunctionale (prin utilizarea unor componente care sa prezinte activitati complementare, de
exemplu antimicrobiana si antioxidanta).

Astfel, noutatea prezentei teze consta atat In explorarea modalitatilor de functionalizare a
structurii polisulfonei, cat si in designul rational si multifunctional al sistemelor obtinute, oferind
diferite strategii de control a proprietatilor materialului (biocompatibilitate, activitate
antimicrobiand cu spectru larg, eliberare controlatd de medicamente, activitate antioxidanta,
proprietati hemostatice), adaptandu-le la cerintele specifice din domeniul biomedical.

Teza de doctorat intitulata ,,Materiale polisulfonice cu proprietiti biologic active” a
avut drept scop principal valorificarea si imbundtatirea proprietatilor polisulfonelor pentru a
rispunde unor nevoi stringente din domeniul biomedical. In acest sens, polisulfona comerciald a
fost purificata si modificatd chimic pentru a obtine derivati de polisulfona care sa genereze
materiale avansate cu proprietati biologic active.

Teza de doctorat este mpartita in doud sectiuni principale. Prima parte (Capitolul 1)
cuprinde o trecere in revistd a literaturii de specialitate, iar cea de a doua parte (Capitolele 2-5)
contine rezultatele contributiilor originale ale prezentei teze.

Capitolul 1 oferd o prezentare a literaturii de specialitate, detaliind stadiul actual al
cercetarilor in domeniul polisulfonei si al materialelor obtinute din acest polimer, cu accent pe
proprietati, modalitati de functionalizare chimica si aplicabilitate in sfera biomedicala.

Capitolul 2 este organizat in doua subcapitole reprezentate de doua studii distincte si in
acelasi timp interconectate. Ambele subcapitole debuteaza cu o scurtd introducere in care este
evidentiat rationamentul care a stat la baza studiilor si respectiv o justificare privind noutatea
adusa domeniului. Primul subcapitol vizeaza investigarea relatiei structura-proprietati-procesare
a doi derivati de polisulfona, polisulfona cuaternizatd si polisulfona sulfonata, cu scopul de a
proiecta sisteme functionale, adaptate pentru aplicarea ca acoperiri pentru dispozitive medicale.
in prezentul studiu, parametrul de solubilitate al polimerilor a fost determinat printr-o abordare
teoretica, bazatd pe metoda contributiei de grup, si o abordare experimentald, bazatd pe masuratori
viscozimetrice ale solutiilor de polielectroliti in patru solventi diferiti. Ulterior, compatibilitatea
polisulfonelor functionalizate cu diversi solventi sau amestecuri de solventi a fost evaluata pe
baza teoriei sferei Hansen, urmatd de investigarea comportamentului acestor derivati de
polisulfond in DMF — solventul cu cea mai bund compatibilitate. Viscozitatea lor intrinseca,
volumul hidrodinamic specific redus, densitatea ghemului macromolecular si parametrul B au
fost analizati si comparati, oferind informatii despre conformatia lor in solutie si interactiunile
acestora cu solventul.

Cel de-al doilea subcapitol foloseste concluziile desprinse din primul studiu in prepararea
unor acoperiri pentru instrumentar medical cu activitate duala: antibiotica si antifungici. In acest
sens, solventul identificat ca fiind optim pentru polimerii sintetizati si studiati a fost folosit pentru
prepararea unor solutii de polisulfona cuaternizata, cu scopul de a fi utilizata ca matrice de
incapsulare a doi agenti antimicrobieni: norfloxacina, un antibiotic cu spectru larg, si amfotericina
B, un medicament antifungic. Sistemele au fost caracterizate din punct de vedere structural,
morfologic, supramolecular, iar proprietatile lor (umectabilitate, energie de suprafata, activitate
antioxidantd si antimicrobiand) au fost de asemenea investigate. Nu in ultimul rand, a fost
monitorizatd cinetica de eliberare a norfloxacinei din sistemele obtinute. Rezultatele inregistrate
au confirmat designul teoretic care a stat la baza prepararii acestor acoperiri, evidentiind
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potentialul polisulfonei cuaternizate de a fi utilizata ca matrice de Incapsulare a agentilor
antimicrobieni, obtindndu-se astfel materiale care pot fi aplicate pe suprafata dispozitivelor
medicale pentru a preveni eficient infectiile la nivelul situsului chirurgical.

Capitolul 3 a avut drept obiectiv dezvoltarea unor sisteme de eliberare controlata a
medicamentelor prin grefarea unui agent antifungic, amfotericina B, pe catena laterald a
polisulfonei formilate. Reactia dintre polimer si medicament a fost realizata utilizdnd diferite
rapoarte ale functionalitatilor lor, aldehida si respectiv amind, conducénd astfel la obtinerea de
patru derivati iminici de polisulfona, care ulterior au fost amestecati fizic cu poli(etilenglicol), un
polimer deseori utilizat in formuldri biologic active, pentru a obtine solutii vAscoase cu o
capacitate superioard de filmare. Sistemele au fost caracterizate din punct de vedere structural,
termic, supramolecular, morfologic si topografic. Deoarece scopul vizat a constat in utilizarea
filmelor obtinute in tratamentul onicomicozelor, sub forma de lac de unghii, a fost evaluata o serie
de proprietdti, precum: capacitatea de eliberare sustinutd a amfotericinei B, umectabilitatea si
stabilitatea hidroliticd, activitatea antifungica pe diverse tulpini de Candida si pe Saccharomices
cerevisiae si biocompatibilitatea pe fibroblaste dermice normale. Datoritd activitatii antifungice
lacuri de unghii in tratamentul onicomicozelor.

Capitolul 4 descrie obtinerea unor sisteme hibride de polisulfona si chitosan prin reactii
de iminare si aminare, la suprafatd sau in masa, si caracterizarea exhaustiva a acestora din punct
de vedere structural, morfologic, topografic, supramolecular si termic. in vederea stabilirii
potentialului lor aplicativ, a fost investigat un spectru larg de proprietati, precum: umectabilitatea
si energia liberd de suprafatd, capacitatea de umflare in PBS, biodegradarea enzimatica in
prezenta de lizozima, capacitatea de transport a vaporilor de apa, activitatea antioxidantd si
antimicrobiana, precum si efectul hemostatic. Rezultatele sugereaza ca materialele pe baza de
chitosan si polisulfona, legate prin unitati de tip imind sau amind, reprezintd o abordare
promitatoare pentru dezvoltarea de biomateriale cu proprietdti imbunatatite pentru aplicatii
biomedicale.

Teza se incheie cu Capitolul 5, care cuprinde suportul experimental pe care se bazeaza
rezultatele obtinute: solventii si reactivii utilizati pentru sinteza compusilor prezentati in teza,
procedurile de sinteza, precum si metodele si aparatele folosite pentru caracterizarea acestora.

Teza include, de asemenea, o listd a rezultatelor diseminate pe parcursul stagiului de
doctorat: articolele stiintifice publicate sau in curs de publicare si participarile la manifestari
stiintifice. Teza se incheie cu referintele bibliografice consultate in elaborarea tezei.



Capitolul 2

Functionalizarea polisulfonei cu grupe ionice pentru aplicatii biomedicale

2.1. Derivati ionici de polisulfoni: sintezi, parametrii de solubilitate si comportamentul in
solutie

2.1.1. Introducere

Polisulfonele si derivatii lor reprezinta o clasa importantd de polimeri care se remarca
prin structura si proprietatile lor fizico-chimice superioare (stabilitate termica si chimica,
rezistentd mecanica, proprietati peliculogene) [1, 2]. Introducerea grupdrilor functionale in
structura polimerului reprezintd o modalitate optima de a imbunatati proprietatile si a extinde
aplicabilitatea acestuia [3]. Printre numeroasele modalitati de modificare chimica a structurii
polisulfonelor se remarca reactiile de clorometilare, cuaternizare si sulfonare, care au un impact
pozitiv asupra caracteristicilor polimerului, precum reactivitatea, solubilitatea, flexibilitatea si
hidrofilicitatea acestuia. Mai mult, reactiile de cuaternizare si sulfonare a polisulfonelor reprezinta
o metoda eficientd de obtinere a polimerilor ionici (polielectroliti), o clasd de compusi chimici de
mare interes in diverse domenii stiintifice datorita proprietatilor lor fizice si chimice [4]. Prezentul
studiu adopta o abordare atat teoreticd cat si experimentald pentru a investiga relatia
structura-proprietati-procesare a doi derivati ionici ai polisulfonei, PSFQ si PSFS, cu scopul de
a proiecta materiale pentru aplicatii biomedicale. Pentru prima data, parametrii de solubilitate ai
acestor doi polimeri au fost determinati printr-o metodologie duald: o abordare teoretica bazata
pe metoda contributiei de grup si o abordare experimentala bazata pe masurdtori viscozimetrice
ale solutiilor de polielectroliti in patru solventi diferiti. Ulterior, compatibilitatea lor cu diversi
solventi sau amestecuri de solventi a fost evaluata pe baza teoriei sferei Hansen. Dupa selectia
solventilor, studiul s-a concentrat pe investigarea comportamentului hidrodinamic al acestor
polisulfone ionice. Viscozitatea lor intrinseca, volumul hidrodinamic specific redus, densitatea
ghemului macromolecular si parametrul hidrodinamic de interactiune B au fost discutati si
comparati, oferind informatii despre conformatia lor in solutie si interactiunile acestora. Noutatea
acestui studiu consta in stabilirea unei metodologii rationale si transferabile pentru selectarea
solventilor compatibili cu cele doud polisulfone ionice, sustinuta atat de predictii teoretice, cat si
de validare experimentala. Pe langa faptul ca acest studiu oferd informatii despre comportamentul
in solutie al PSFQ si PSFS, acesta ofera si cadrul pentru dezvoltarea materialelor pe baza de
polisulfona, facilitdind optimizarea proprietatilor materialelor inca din etapa de proiectare, prin
alegerea strategica a solventului, inainte de fabricare.

2.1.2. Rezultate si discutii

O etapa premergatoare in sinteza derivatului de polisulfond cu grupédri cuaternare de
amoniu constd in reactia de clorometilare a polisulfonei cu un amestec echimolar de
paraformaldehida si trimetilclorosilan. Succesul reactiei de clorometilare a fost demonstrat prin
spectroscopie FTIR, 'H-RMN si '*C-RMN. In spectrul 'H-RMN (Figura 2.3.) al PSFCM, alituri
de semnalele caracteristice protonilor din nucleele aromatice ale polisulfonei substituite (7,87-
6,83 ppm) si de semnalul protonilor din izopropil ai fragmentului de bisfenol (1,70 ppm), apare
un semnal la & = 4,54 ppm atribuit celor doi protoni ai gruparii —CH2Cl.
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Figura 2.3. Spectrul '"H-RMN al derivatului PSFCM-5

Introducerea grupérilor cuaternare de amoniu in structura polisulfonei a avut loc prin
reactia dintre grupele reactive clorometilenice (-CH2Cl) de pe lantul de polisulfona si agentul de
cuaternizare, N, N-dimetilbutilamina (DMBA), intr-un raport molar de 1:1,2. Functionalizarea
PSF cu clorura de dimetilbutilamoniu a fost demonstratd clar prin aparitia in spectrul 'H-RMN al
PSFQ a semnalelor de la 3,28, 3,03-2,99, 1,18-1,13, 1,67 (suprapus cu semnalul pentru
-C(CHj3)2 din bisfenol) si 0,86-0,81 ppm, care corespund protonilor din aceastd grupare
functionala. De asemenea, legarea chimica a gruparii dimetilbutilamoniu de polisulfond prin
intermediul gruparii metilenice este evidentiat si in spectrul 'H,'*C-HMBC (Figura 2.9.) al PSFQ
prin prezenta semnalelor de corelatie peste doua sau trei legaturi dintre atomul de carbon C-5 al
gruparii metilenice, localizat la 61,2-61 ppm, si protonul H-3’B din bisfenol A, precum si cu
protonii H-10 din fragmentul de dimetilbutilamoniu.

Au fost obtinuti derivati de polisulfona sulfonata (PSFS) cu diferite grade de substitutie,
prin sulfonarea directa a polisulfonei Udel, utilizand ca agenti de sulfonare acidul clorosulfonic
sau un amestec de acid clorosulfonic si trimetilclorosilan, precum si variind diferite conditii
de reactie (concentratia agentului de sulfonare, temperatura sau raportul molar dintre PSF si
agentul de sulfonare). Calea de sinteza care a utilizat o concentratie crescutd de acid clorosulfonic
a generat randamentul cel mai bun, conducénd la obtinerea unui derivat sulfonat de polisulfona
cuun grad de substitutie de 0,63, iar experimentele realizate in urmatoarele studii au fost efectuate
pe acest derivat. Polisulfona sulfonatd a fost caracterizatd din punct de vedere structural prin
intermediul spectroscopiei FTIR, '"H-RMN si '3C-RMN.
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Figura 2.9. Spectrul 'H,"*C-HMBC pentru PSFQ cu evidentierea semnalelor de corelatie dintre
substituent si polisulfond

Relatia dintre structura si stabilitatea termica a polisulfonei nemodificate (PSF) si a
polisulfonelor functionalizate (PSFCM, PSFQ si PSFS) a fost investigatd utilizdnd analiza
termogravimetrici (ATG). Conform curbelor termogravimetrice redate in Figura 2.14.,
stabilitatea  termicd ~a  polimerilor  studiati scade in  urmdtoarea  ordine:
PSF>PSFCM>PSFS>PSFQ, aspect care sugereazd cd modificarea chimicd a polisulfonei cu
grupari laterale voluminoase conduce la derivati mai susceptibili la degradare termica, aceste
grupari functionale avand efect de spatiator intre lanturile macromoleculare si perturband fortele
intermoleculare dintre acestea.
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Figura 2.14. Curbele a) TG si b) DTG inregistrate pentru polisulfona nemodificata si
polisulfonele functionalizate cu grupdrile: clorometil (PSFCM), clorurd de dimetilbutilamoniu

(PSFQ) si SO:H (PSFS)
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Pentru o clasificare mai exacta a solventilor si a amestecurilor de solventi investigati in
acest studiu, componentele parametrilor de solubilitate Hansen ai polisulfonelor functionalizate,
determinate utilizind metoda imbunaitititi a contributiilor de grup, au fost corelate cu
componentele parametrilor de solubilitate Hansen ai solventilor analizati, conform teoriei sferei
de solubilitate Hansen (Figura 2.15.). Metodele teoretice de estimare a parametrului de
solubilitate a polisulfonei cuaternizate si sulfonate au evidentiat ca cei doi polimeri prezinta valori
apropiate cu cele ale solventilor DMSO, DMAc, DMF si NMP, motiv pentru care acestia pot fi
considerati solventi buni din punct de vedere termodinamic pentru polisulfonele functionalizate.
Totusi, viscozitatea intrinsecd, [n], a acestora a prezentat cele mai mari valori atunci cand
polimerii au fost dizolvati in DMF ceea ce denota cd acest solvent induce o crestere a
dimensiunilor hidrodinamice ale PSFQ si PSFS, asa cum sustine teoria lui Flory [5]. Mai mult,
analizand topografia filmelor polimerice obtinute prin solubilizarea polimerilor in cei patru
solventi identificati ca fiind cei mai compatibili cu polisulfonele functionalizate, a fost observat
faptul ca filmele preparate utilizind DMF ca solvent prezintd o suprafatd mai neteda,
inregistrandu-se valori mai mici ale rugozitatii medii (Sa) si rugozitatii medii patratice (Sq).
Astfel, analizand rezultatele studiilor teoretice si experimentale prezentate in acest capitol, se
poate concluziona ca N, N-dimetilformamida este solventul optim pentru polisulfonele
cuaternizate si sulfonate, motiv pentru care urmatoarele studii au fost realizate utilizand acest
solvent.
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Figura 2.15. Reprezentarea 3D a parametrilor partiali de solubilitate corespunzatori fortelor de
dispersie (84), polare (&) si legaturilor de hidrogen (8y), conform teoriei sferei de solubilitate a

lui Hansen, pentru polisulfonele studiate in diferiti solventi/amestecuri de solventi



Metoda experimentald prin
intermediul  cdreia a  fost  discutat
comportamentul si proprietatile in solutie ale

polimerilor sintetizati a fost viscozimetria.

T
~

Nsp/Cpsrs (ML/g)

Din multitudinea ecuatiilor existente in
literaturd pentru determinarea viscozitatii
intrinseci, [17], cea mai comuna metoda este
cea propusd de Huggins [6]. Dependenta
Nsp/c 1n functie de concentratia polimerului

nsp/cPSFQ (mL/g)

T
—

indica faptul ca polisulfonele modificate

chimic, PSFQ si PSFS, prezintd un 00 02 04 06 08 10 12 14 16

comportament specific de polielectrolit in ¢ (g/mL)
Figura 2.21. Graficul Huggins pentru PSFQ

lutie diluata Isiil
solutie diluatd, ca urmare a repulsiilor 5i PSFS in DMF [a 25 °C

Coulombice intre gruparile cu sarcina
localizata (Figura 2.21.). Astfel, viscozitatea redusa creste pe masura ce concentratia polimerului
scade datorita cresterii dimensiunii ghemului macromolecular.

infinitd de polimer, valorile acestui parametru al PSFQ si PSFS au fost determinate aplicand
metoda Wolf [7]. Figura 2.22. ilustreaza cresterea progresiva a valorilor viscozitatii relative odata
cu cresterea concentratiei solutiei de polimer pe intreg domeniul de temperatura. Pe masura ce
concentratia creste diferentele devin mai pronuntate, datorita faptului cd numarul tot mai mare de
molecule de polielectrolit mareste puterea ionica a solutiei si se stabilesc efectele interactiunilor
Coulombice.
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Figura 2.22. Dependenta In 1,..,; de concentratia polimerului, ¢, pentru solutiile de a) PSFQ si
b) PSFS in DMF, in intervalul de temperatura 20+50 °C

Pentru a aprofunda interpretarea comportamentului viscozimetric in solutii diluate a
polisulfonelor functionalizat au fost investigati si alti parametri hidrodinamici, precum volumul
hidrodinamic specific redus, {n}/[n], care oferd informatii despre modificarile volumului
hidrodinamic al unui lant macromolecular individual induse de prezenta altor lanturi
macromoleculare in apropiere. Reprezentarea grafica a dependentei {n}/[n] de c[n] a PSFQ si

8



PSFS indicad o scadere a volumului hidrodinamic specific al polimerilor in DMF odata cu
cresterea concentratiei reduse de polimer, pe intreg domeniul studiat (Figura 2.23.). Acest
comportament a fost corelat cu influenta densitatii sarcinii si disocierii contraionilor asupra
conformatiei lanturilor de polielectroliti. Astfel, la dilutie mare, contraionii sunt departe de
poliion, iar lanturile devin mai extinse datoritd fortelor ionice de repulsie dintre grupdrile
incarcate ale macroionului. Conform acestei abordari, pe masura ce concentratia de polimer
creste, ghemul de polielectrolit se micsoreaza din cauza ecrandrii progresive a sarcinilor.
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Figura 2.23. Variatia volumului hidrodinamic ~ Figura 2.24. Variatia densitatii ghemului

specific redus ({n}/[n]) in functie de macromolecular In functie de concentratia
concentratia redusa (c[n]) pentru polimerii polimerului pentru probele PSFQ (o) si
PSFQ (®) si PSFS (m), 1a 25 °C. Imaginile PSFS (m) in DMF la 25 °C 51 50 °C
inserate prezintd aceleasi variatii la temperaturi
diferite

Variatia volumului hidrodinamic specific redus in functie de concentratia redusa a
polimerului poate fi corelata cu variatia densitatii (p) ghemului macromolecular in functie de
concentratie (Figura 2.24.). Pe masura ce concentratia de polimer creste, ghemul de polielectrolit
se micgoreazd din cauza ecrandrii progresive a sarcinilor si cresterii interactiunilor
intramoleculare. Din acest motiv, densitatea ghemului macromolecular atat in cazul PSFQ, cat si
in cazul PSFS creste lent odata cu cresterea concentratiei de polimer. Totusi, putem observa ca
valorile acestei dimensiuni hidrodinamice in cazul PSFS sunt mai mari decat cele ale PSFQ, fapt
ce sugereaza ca DMF este un solvent termodinamic mai putin bun pentru PSFS decat pentru
PSFQ, expansiunea lantului macromolecular indusd de solvent fiind mai putin pronuntata [8].

2.2. Polisulfone cuaternizate ca matrice pentru dezvoltarea de acoperiri antimicrobiene cu
spectru larg pentru dispozitive medicale

2.2.1. Introducere

in ultimele decenii, dispozitivele medicale, in special cele pentru diagnosticarea,
monitorizarea si tratamentul leziunilor sau al bolilor, au adus o contributie remarcabila la
imbunatatirea si cresterea sperantei de viatd a oamenilor din intreaga lume [9, 10]. Totusi,
utilizarea acestora reprezinta totodata si un mijloc de transmitere a infectiilor nosocomiale, care
pun in pericol sandtatea si in unele cazuri, viata pacientilor [11, 12]. Dezvoltarea unor acoperiri
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care pot fi aplicate cu usurinta pe suprafata dispozitivelor medicale si care previn aderenta si
cresterea bacteriilor, fara a afecta tesutul cu care vin in contact, reprezintd o solutie promitatoare
care poate preveni aparitia infectiilor si imbunititi calitatea vietii pacientilor. In acest context,
pentru a aborda provocarile persistente generate de infectiile asociate dispozitivelor medicale, in
special in mediile clinice si chirurgicale, ipoteza de lucru a acestui studiu a fost formulatd in
directia dezvoltarii de acoperiri care nu doar inhiba cresterea bacteriilor si fungilor, ci si elimina
activ aceste microorganisme. Avand in vedere acest obiectiv, prezentul studiu exploreaza
utilizarea polisulfonei cuaternizate ca matrice pentru incapsularea a doi agenti antimicrobieni:
norfloxacina (NFX), un antibiotic chinolonic cu spectru larg, si amfotericina B (AmB), un
medicament antifungic polienic. Aceasta abordare 1si propune sa creeze acoperiri cu proprietati
antibacteriene si antifungice imbunatatite, special concepute pentru a preveni formarea
biofilmului pe suprafetele dispozitivelor medicale. Acoperirile au fost proiectate pe baza unei
strategii rationale, pe mai multe nivele, luand in considerare: (i) capacitatea chinolonelor de a
spori eficacitatea AmB prin efecte sinergice, asa cum a fost demonstrat anterior in unele studii
[13], (i) structurile chimice ale polimerului si ale celor doud medicamente care favorizeaza
interactiuni electrostatice puternice, capabile sa sustina eliberarea controlatd a medicamentelor,
(iii) bioactivitatile complementare ale agentilor antimicrobieni, NFX avand efecte antibacteriene,
iar AmB actiune antifungica, combinarea lor in acelasi material permite obtinerea de acoperiri cu
activitate antimicrobiand cu spectru larg si (iv) activitatea antimicrobiand inerenta a matricei de
polisulfona cuaternizatd, cu potentialul de a inhiba eficient numeroase tulpini patogene, sporind
astfel eficacitatea antimicrobiana generala a acoperirilor.

2.2.2. Rezultate si discutii

Analiza comparativa a spectrelor ——PSFQ——P, ——Py—— Pl P2, P4,y
FTIR (Figura 2.28.) obtinute pentru —NFX —aAmB
formularile care contin medicamente, [T~ W
alaturi de componentele lor de referinta
(matricea polimerica si medicamentele

individuale) a relevat usoare variatii atat
in pozitiile benzilor de absorbtie, cat si in

(u.a.)

W‘*W

intensitatile acestora. Astfel, banda larga
din spectrul FTIR al probei PSFQ,
localizatd la 3395 cm’!, se deplaseaza

Transmitanta

ﬁ
progresiv catre numere de unda mai mici

odatd cu cresterea cantitatilor de w

medicamente  incapsulate.  Aceasta r T Ze T r
3500 3000 1500 1000

Numir de undi (cm™)

tendintd sugereazd formarea unor

i iuni i lecul i ..
interactiuni ntermoleculare - puternice Figura 2.28. Spectrele FTIR ale acoperirilor

mntre matricea polimerica §t investigate, precum si ale celor doud medicamente

medicamentele incapsulate.

Avand 1n vedere structura
chimicad a medicamentelor incorporate, care contin atat grupari carboxilice, cat si grupari hidroxil
si amino primare in cazul AmB, dar si grupari cetona, amino secundare si tertiare si atomi de fluor
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in cazul NFX, este plauzibil ca aceste interactiuni sa implice atat legaturi de hidrogen, cat si forte
electrostatice, care contribuie la deplasarile spectrale observate.

Caracterizarea supramoleculard a formularilor a fost realizatd cu ajutorul difractiei de
raze X launghi larg (Figura 2.31.). Difractogramele formularilor sunt foarte asemanatoare cu cea
a PSFQ, fara reflexii distincte de difractie specifice AmB sau NFX. Acest lucru sugereaza ca
medicamentele au fost fin dispersate in matricea polimericd, probabil datorita interactiunilor
intermoleculare cu PSFQ care inhiba cristalizarea, cel putin sub nivelul de detectie al acestei
tehnici [14]. Cu toate acestea, a fost observatd o deplasare usoard a maximelor de difractie catre
unghiuri mai mari si in consecinta distante intermoleculare mai mici, sugerand ca prezenta
medicamentelor a promovat coalescenta lanturilor polimerice in domenii ordonate mai compacte.
Acest efect este sustinut de aparitia unor domenii birefringente mai pronuntate sub lumina
polarizata [15]. Lipsa benzilor de difractie clare caracteristice medicamentelor cristaline intareste
ideea unei dispersari foarte fine a medicamentelor in matricea polimerica.

—PSFQ—P, ——P, — Pl
——P2,y — P4, —— NFX —— AmB

L]

Intensitate (u,

Intensitate (u.a.)

10 20 30 40 5(
2 0 (grade)
Figura 2.31. Difractogramele XRD ale acoperirilor Pa, P, P1an, P2an, P4an si ale
componentelor martor PSFQ, AmB si NFX si imaginile POM ale filmului de PSFQ, precum si
ale probei care contine ambele medicamente (P4aN)

Suprafetele acoperirilor care contin unul sau ambele medicamente au valori ale unghiului
de contact cu apa in intervalul 60-90 °, asociate cu o buni biocompatibilitate. in plus, o
umectabilitate moderatd este cruciald pentru o interactiune optima cu apa, facilitand eliberarea

Cinetica de eliberare a medicamentelor a fost monitorizatd in vitro in PBS (pH = 7,4).
Probele au demonstrat o capacitate similara de a elibera NFX (intre 75 % si 77 %) pe parcursul a
48 de ore, cu o eliberare mai rapida in primele 4 ore (Figura 2.33. a, b). Viteza de eliberare a
medicamentului a fost dependenta de cantitatea de agent antimicrobian din matrice. Astfel, proba
P4an a eliberat 69 % din medicamentul incapsulat in primele 4 ore, in timp ce probele Pn si P1an
au eliberat doar ~51 %. Monitorizarea cineticii eliberdrii AmB din matricea polimerica nu a fost
posibila, concentratia supernatantului scazand sub limita de detectie a spectrofotometrului
UV-Vis. In urma fitarii datelor experimentale de eliberare pe diferite modele matematice s-a
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constatat ca eliberarea NFX din matricea polimerica este un proces controlat de difuzie si
influentat de cantitatea de medicament, timpul de expunere si hidrofilicitatea matricei.
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Figura 2.33. Cinetica de eliberare a NFX din probele Pn, P1an, P2an si P4an timp de a) 8 ore
si b) 48 de ore

Capacitatea acoperirilor investigate de a
capta speciile reactive de oxigen (ROS) a fost 100 rrrrrrrrrrrr’
analizatd prin metoda DPPH (Figura 2.34.).
Activitatea antioxidantd a fost superioard in
cazul probelor ce contincau AmB si s-a 60
amplificat odatd cu cresterea concentratiei 40
acesteia, atingand un prag la 67,49 %. Probele
care contin ambele medicamente au prezentat o 20
activitate antioxidantd mai mare in comparatie 0
cu cele care contin un singur medicament la Q%QQ ¥ Q\AQ\Y};QP“Y?QM?V“S’ §$ w
aceeasi concentratie, indicand cumularea
efectelor lor. Cea mai mare activitate Figura 2.34. a) Activitatea antioxidantd a
antioxidanti a fost observati in cazul probei  probelor investigate in acest studiu, alaturi
P4an, 67,49 %, acest rezultat putand fi corelat cu de 3 probe de control (amfotericina B,
efectul antioxidant aditiv al celor doud norfloxacind si acid ascorbic-AA)
medicamente dispersate in matricea polimerica.

80

Inhibare DPPH (%)

Avand in vedere ca scopul acestui studiu a constat in dezvoltarea de noi acoperiri
antimicrobiene, eficacitatea formularilor a fost investigatd fatd de microorganisme asociate
frecvent cu infectiile nosocomiale, si anume S. aureus (bacterie Gram-pozitiva), E. coli (bacterie
Gram-negativa) si C. albicans (microorganism oportunist) (Figura 2.36.). PSFQ a prezentat o
eficacitate moderata impotriva S. aureus (diametru de inhibitie de pana la 14 mm) si o activitate
antibacteriand mai puternica fatd de E. coli (pana la 23 mm), dar nu a manifestat activitate
antifungica. Incapsularea AmB in proba Pa a indus activitate antifungica (diametru de inhibitie
de pani la 18 mm), insi nu a fost detectatd nicio activitate antibacteriana. in schimb, incapsularea
NFX in proba Pn a imbunatatit semnificativ activitatea antibacteriana in comparatie cu proba
PSFQ, in concordantd cu eliberarea NFX observata. Cand ambii agenti antimicrobieni au fost co-

12



incapsulati, acoperirile rezultate au prezentat o activitate antimicrobiana duala, cu diametre de
inhibitie comparabile cu cele ale probelor Pa si Pn. Acest lucru confirma ca ambele medicamente
au fost eliberate in concentratii suficiente pentru a exercita un efect inhibitor asupra dezvoltarii
microorganismelor.

Figura 2.36. Activitatea antimicrobiana a probelor investigate fata de: a) S. aureus, b) E. coli si
¢) C. albicans

Capitolul 3

Sisteme dinamice de eliberare controlati pe bazi de polisulfoni formilata si amfotericina
B pentru tratamentul onicomicozelor

3.1. Introducere

Onicomicoza, termenul medical folosit pentru infectiile unghiilor, este o afectiune
prevalentd, de obicei cauzata de fungi dermatofiti, ciuperci (cum ar fi speciile de Candida) si
fungi non-dermatofiti [17]. Aceste microorganisme patrund printr-o trauma minord a unghiei sau
cuticulei, dezvoltandu-se ulterior datorita conditiilor favorabile de temperatura si umiditate. Ojele
antifungice (cunoscute si sub denumirea de lacuri de unghii medicamentoase) reprezinta o optiune
cheie de tratament topic pentru onicomicoza, in special pentru infectiile superficiale sau ca
adjuvant la terapiile orale in cazuri mai severe [18]. Avantajul lor principal constd in administrarea
directd a medicamentului la nivelul unghiei infectate, reducand la minimum efectele secundare
sistemice asociate cu antifungicele orale. Totusi, tratamentul cu oja antifungica necesita rabdare
si consecventa din cauza vitezei mici de crestere a unghiilor. Din acest motiv, dezvoltarea de oje
cu rol de sistem de eliberare prelungita a medicamentelor este de interes, avand atat functie
medicala, cat si estetica. Un profil de eliberare prelungit ar trebui s aduca avantaje importante,
de la eficienta, la reducerea costului tratamentului [19]. Obiectivul acestui studiu a vizat crearea
de legaturi imino reversibile intre amfotericina B (AmB), un medicament antifungic cu grupari
amino primare, si un derivat de polisulfond formilata, cu scopul de a obtine materiale dinamice
care 1n conditii de umiditate, ar permite eliberarea controlatd si sustinutd a medicamentului
antifungic [20]. Un material obtinut prin aceastd abordare ar trebui sa aiba performante superioare
in comparatie cu formuldrile in care medicamentul este incapsulat si prins intr-o matrice
polimerica doar prin interactiuni fizice.
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3.2. Rezultate si discutii

Pentru a obtine materiale dinamice capabile sa elibereze in mod sustinut medicamentul
antifungic AmB, polisulfona a fost modificata pentru a introduce grupari de tip aldehida pe lantul
macromolecular (PSFF-1). In acest scop, polisulfona comerciald, purificata in prealabil, a fost
supusa clorometilarii si ulterior eterificarii Williamson (Schema 3.1.). Polisulfona cu grupari
formil obtinuta, PSFF-1, a fost utilizata pentru grefarea agentului antifungic AmB prin reactia de
condensare a gruparilor de tip aldehida cu gruparile de tip amina ale medicamentului, in diferite
rapoarte molare ale functionalitatilor lor, de la 3/1 la 20/1 (Tabelul 3.1.). Aceasta cale sintetica a
condus la obtinerea unor derivati cu legaturi imino reversibile (P3*, P5*, P10*, P20%), care in
prezenta umiditatii se pot scinda, eliberand medicamentul. Cifra din codul probei semnifica
raportul molar al functionalitatilor CHO si NHaz (Tabelul 3.1.). Pentru a imbunatati capacitatea de
filmare a derivatilor iminici de polisulfona, in sistem a fost adaugat si PEG, iar sistemele rezultate
au fost notate cu P3, P5, P10, P20.

BC -0’-s|(( Hy)s

t +-O0--0+ O +— 1005k

+8nCl, + HOSI(CHy); PSFCM

HC=0
i “5 tH on l3 H
2 o
(11, 4 "" (uA o n
Polisulfona formilatd

HC=0 PSFF

OH

OH OH OH OH O,

 HORROFOE -

1}
3
- HO:
HCZO
H,N  OH

CH:N,  OH

Derivati de imino-polisulfond

P3*, P5*, P10*, P20*

Schema 3.1. Calea sinteticd aplicatd in acest studiu: 1) clorometilarea polisulfonei, 2) reactia de
eterificare Williamson a polisulfonei clorometilate cu aldehida salicilica si 3) legarea covalenta
a polisulfonei formilate cu amfotericina B prin unitati iminice
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Tabelul 3.1. Compozitia derivatilor iminici de polisulfona si a sistemelor de eliberare obtinute

Raport
Probid | Mpgpr(8) Myup(2) molar Mpgg (8)  Vpmso (mL)
CHO/NH,
P3 0,25 0,141 3n 0,25 24,20
P5 0,25 0,083 51 0,25 22,00
P10 0,25 0,041 10/1 0,25 20,37
P20 0,25 0,020 2011 0,25 19,29
PA - 0,020 - 0,25 12,27
Iminare:

Amestec fizic cu PEG:
P3, P5, P10, P20

P3*, P5* P10* P20* I

“P3*, P5*, P10*, P20* au aceeasi compozitie ca P3, P5, P10, P20, dar fard PEG.

Structura polisulfonei clorometilate (PSFCM), utilizatd ca intermediar, precum si a celei
formilate a fost demonstratd prin spectroscopie 'H-RMN. Spectrul 'H-RMN (Figura 3.1.) al
polisulfonei clorometilate a prezentat un semnal la 4,54 ppm, atribuit celor doi protoni din
gruparea —CH2Cl, alaturi de celelalte semnale de rezonanta specifice protonilor aromatici,
localizate 1n intervalul 7,87-6,83 ppm. De asemenea, a fost observat un singlet situat la 1,70 ppm,
care corespunde celor sase protoni ai gruparii izopropil din unitatile monomerice de polisulfona.
Dupa substituirea atomului de clor cu aldehida salicilica (SA) in spectrul '"H-RMN al derivatului
formilat a aparut un semnal situat la 10,31-10,26 ppm care corespunde protonului aldehidic. in
plus, semnalul celor cei doi protoni ai puntii metilenice a fost deplasat la 5,13 ppm, ca urmare a
electronegativitatii mai mari a atomului de oxigen, avand un efect de dezecranare.
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Figura 3.1. Spectrele 'H-RMN ale polisulfonei (PSF), polisulfonei clorometilate (PSFCM) si
polisulfonei formilate (PSFF-1)
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Spectrele RMN ale probelor P3*,
P5* si P10* au evidentiat aparitia unui
nou semnal 8,6 ppm, atribuit
protonului iminic (Figura 3.4.). Analiza
comparativa a rapoartelor dintre valorile
integralelor semnalelor corespunzatoare
protonilor aldehidici si iminici pentru
probele P3*, P5* si P10* a evidentiat o
crestere progresiva de la proba P10* la
proba P3*, in concordantd cu cresterea
cantitatii de AmB grefatd pe catena de
PSFF-1 de la P10* la P3*, conform
Tabelului 3.1. [20]. in cazul probei P20*,
nu a fost detectat niciun semnal nou in
spectrul 'H-RMN, cel mai probabil
deoarece, in acest caz, cantitatea de
imind formatd a fost foarte micd In

la

comparatie cu masa mare a celorlalte
componente.
Microfotografiile

SEM ale

filmelor obtinute au relevat o suprafatd relativ neteda,

So-cu

PZO

Figura 3.4. Spectrele 'H-RMN ale sistemelor de

eliberare a medicamentelor

fara fisuri sau defecte vizibile.

De asemenea, absenta aglomerarilor micrometrice sugereaza o structurd uniforma pe intreaga
suprafatd a probelor. Imaginile obtinute in sectiunea transversald au evidentiat o structurd
compactd, cu o rugozitate moderatd. Analizdnd datele obtinute prin SEM, nu s-au observat
diferente morfologice semnificative intre probele analizate, nici agregari, indiferent de cantitatea
de AmB legata de catena de PSFF-1. Acest rezultat indica faptul ca reactia de iminare, desi are
loc intr-un mod statistic, conduce la formarea unor polimeri cu o morfologie uniforma.

Rezistenta filmelor polimerice a fost evaluata prin estimarea pierderii procentuale a masei
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Figura 3.9. b) Stabilitatea hidrolitica a
probelor investigate
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peliculelor dupa imersarea acestora in apa timp
de 5, 15, 30 si 60 minute. Rezultatele au relevat
scaderea stabilitatii hidrolitice dupa 30 si 60 de
minute de la imersare, inregistrandu-se pierderi
de masa cuprinse intre 2 si 18 % dupa o ord
(Figura 3.9.b). Cea mai bund stabilitate
hidrolitica a fost observatd in cazul probei PS5,
in timp ce proba P20 a fost cea mai susceptibila
la degradare in prezenta apei. Totusi, probele
P3-P10 au prezentat o pierdere de masa sub
10 %, in acord cu limitele admise pentru
aplicatia vizata [21].



Avand in vedere ca medicamentul antifungic este grefat pe lanturile de PSFF-1 prin
legaturi de tip imind, care sunt reversibile in prezenta umiditatii, eliberarea acestuia a fost
monitorizatd in vitro in PBS (pH = 7,4), timp de 48 de ore. Probele studiate au eliberat
medicamentul cu viteze diferite, astfel: cea mai mare viteza de eliberare a fost inregistrata pentru
proba P20, care contine cea mai mica cantitate de AmB, in timp ce cea mai mica vitezd de
eliberare a fost inregistrata pentru proba P3, care contine cea mai mare cantitate de medicament.
Datele cinetice obtinute dupa experimentul de eliberare in vitro au evidentiat faptul cd densitatea
de grefare a unitatilor de tip imina pe lanturile de PSFF-1 reprezinta un instrument important care
poate fi utilizat pentru ajustarea vitezei de eliberare.

Asa cum a fost mentionat anterior, materialele au fost proiectate cu scopul de a obtine
acoperiri bioactive cu proprietati antifungice, care ar putea fi utilizate in tratamentul infectiilor
fungice ale unghiei. Prin urmare, activitatea antifungica a formularilor a fost evaluatd pe mai
multe tulpini de fungi, asociate de obicei cu infectia unghiei: C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis si S. cerevisiae. Cea mai eficienta activitate antifungica a fost observata in cazul
probei P3 fata de toate tulpinie testate, in special fatd de C. glabrata ATCC20019 (cu un diametru
al zonei de inhibitie de 31 mm) (Figura 3.11.a).

o KEEX 1 P
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* ok x kK

.
- 1 i
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I_I—l M
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104
= P10
= P20

Diametrul zonei de inhibitie (mm)

Figura 3.11. a) Activitatea antifungica a probelor fatd de tulpinile testate

Citocompatibilitatea materialelor a fost evaluata conform standardului ISO 10993-5:
Evaluarea biologica a dispozitivelor medicale — Partea 5: Teste de citotoxicitate in vitro (2009)
[22], care stipuleazd ca un material este considerat non-citotoxic dacd viabilitatea relativa a
celulelor in prezenta extractului siu depdseste 70 % prin comparatie cu un control netratat. in
urma incubarii fibroblastelor cu extractele obtinute din probele sintetizate, viabilitatea relativa a
celulelor a Inregistrat valori de peste 82 % (Figura 3.12.). Prin urmare, rezultatele testului MTS
confirma fara echivoc natura non-citotoxica a materialelor evaluate, evidentiind faptul ca atat
materialele, cat si componentele eliberate din acestea nu au un efect negativ asupra
metabolismului celular sau proliferarii in vitro. Mai mult, analiza celulelor in cAmp luminos arata
faptul ca morfologia fibroblastelor care au fost in contact cu extractul din probele P3-P20 ramane
nemodificatd in raport cu proba control, acestea prezentand o forma fusiforma.
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Figura 3.12. Viabilitatea celulara relativa dupa 24 de ore pentru solutiile de extract ale
sistemelor studiate. Datele sunt exprimate ca procent din viabilitatea grupului de control (n =9

+ DS). Imagini de microscopie in cdmp luminos

Capitolul 4

Materiale bioactive pe baza de chitosan si polisulfona obtinute prin legituri covalente de
tip imina si amina

4.1. Introducere

Principalele proprietati care recomanda utilizarea polisulfonei in diverse aplicatii
biomedicale, inclusiv ca dispozitive implantabile, biosenzori si dispozitive care intrd in contact
cu sangele, sunt stabilitatea chimica, termica si hidrolitica, rezistenta mecanica remarcabild si
temperatura de tranzitie vitroasd ridicatd [23]. In ciuda proprietatilor sale fizice si chimice
excelente, hidrofobicitatea inerentd a polisulfonei reprezintd o limitare majord, deoarece
favorizeaza adsorbtia rapida a proteinelor pe suprafata materialului, declansand astfel aderenta,
agregarea si coagularea plachetelor in timpul expunerii indelungate a acestor materiale in contact
cu sangele uman [24]. O metoda eficientd de a imbunatati hidrofilicitatea materialelor de
polisulfona consta in introducerea in solutiile de turnare a agentilor organici sau anorganici
hidrofili [25, 26]. Chitosanul, un biopolimer obtinut prin tratarea alcalind a chitinei, a primit o
atentie semnificativa in comunitatea stiintifica pentru proprietatile sale remarcabile, cum ar fi
hidrofilicitatea, biocompatibilitatea si biodegradabilitatea, dar si pentru abilitatea sa de formare a
filmelor [27]. Desi numeroase cercetari au explorat modificarea polisulfonei cu chitosan, utilizand
preponderent tehnici de amestecare sau acoperire a suprafetei [27-29], pana in prezent literatura
de specialitate nu a documentat legarea covalenti directd a celor doi polimeri. In acest context,
scopul acestui studiu a fost acela de a pune bazele unei noi metode de legare covalenta a
chitosanului si polisulfonei intr-un material nou cu proprietati imbunatatite, cum ar fi stabilitatea
termicd, morfologia poroasd, capacitatea de a transporta vapori de apa sau activitatea
antioxidanta.
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4.2. Rezultate si discutii

O serie de materiale pe baza de polisulfona si chitosan, legate covalent prin unitati de tip
imind sau amina, a fost preparata utilizand diferite cai de sinteza: (1) clorometilarea polisulfonei,
(2) eterificarea polisulfonei clorometilate, (3) grefarea chitosanului pe suprafata materialelor pe
baza de polisulfona formilata (PSFF-2) prin iminare si aminare, (4) grefarea polisulfonei
formilate pe suprafata materialelor pe baza de chitosan prin iminare si aminare, sinteza in masa a
polisulfonei formilate grefata cu lanturi de chitosan prin unitati de tip imina (5) sau (6) amina

(Schema 4.1.).
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Schema 4.1. Principalele etape din procesul de obtinere al materialelor hibride studiate si
codurile corespunzitoare: (1) clorometilarea polisulfonei; (2) eterificarea polisulfonei
clorometilate; (3) grefarea chitosanului pe suprafata materialelor pe baza de polisulfona
formilata sau (4) grefarea polisulfonei formilate pe suprafata materialelor pe baza de chitosan
prin unitéti imind sau amind; sinteza In masa a polisulfonei formilate cu lanturi de chitosan prin
unitati de tip (5) imina sau (6) amina

Rezultatele analizelor spectroscopice RMN si FTIR au evidentiat sinteza cu succes a
polisulfonei cu grupare formil, care a fost folositd in continuare cu scopul de a reactiona cu
PS1 chitosanul prin intermediul reactiei de

CS1

B

PS-CS-I——PS-CS-R
CS-PS-I—— CS-PS-R condensare acidd, pentru a obtine unitati
de tip imind, care au fost supuse ulterior
unei reactii de aminare reductiva, pentru
a obtine unitati de tip amina secundara.
in spectrele FTIR (Figura 4.5.)

ale tuturor materialelor rezultate prin

(u.a.)

5

iminarea PSFF-2 cu chitosan, indiferent
de metoda utilizatd pentru obtinerea
acestora, fie prin iminare la suprafatd
(CS11, PS1I, CS2I, PS2I), fie prin
sintezd in masa (CS-PS-I si PS-CS-I),
s-a observat cd banda larga specifica
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Figura 4.5. Spectrele FTIR pentru c) filmele
preparate prin reactia de iminare in masa a
polisulfonei formilate si chitosanului (PS-CS-1,

CS-PS-I) si a aminelor corespunzatoare (PS-CS-R,

CS-PS-R)
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chitosan (1642 cm™) a fost inlocuita de o
banda ascutita cu un maxim de absorbtie
la 1650 cm™!, cel mai probabil datoritd
caracteristice

suprapunerii  benzilor

grupdrilor de tip imind si amida [30].



in spectrele FTIR ale materialelor aminate, indiferent de metoda de preparare, se poate
observa cd banda de absorbtie caracteristica vibratiei gruparii de tip imina a scdzut in intensitate
sau a disparut, sugerand conversia partiald sau totald in amind secundard, in urma tratarii
materialelor investigate cu o solutie de NaBHa.

Comportamentul termic al materialelor investigate a fost studiat prin analiza
termogravimetrica (ATG), pentru a evalua influenta modificarii chimice asupra stabilitatii termice
(Figura 4.8.). in timp ce probele martor de chitosan si polisulfona nemodificatd au prezentat etape
caracteristice de degradare in jurul valorii de 290 °C si respectiv, in jurul valorii de 500 °C
[31,32], regula generala a fost deplasarea maximului de degradare cétre temperaturi mai scazute,
in acord cu formarea de domenii bogate in chitosan si domenii bogate in polisulfona. Procentul
reziduului de cenusa a variat Intre 24 si 53 %, in functie de polimerul dominant si de procesul de
obtinere.
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Figura 4.8. Curbele TG si DTG ale e, f) filmelor preparate prin reactia in masa a polisulfonei
formilate si chitosan, prin legaturi de tip imina (PS-CS-I, CS-PS-I) sau amina (PS-CS-R, CS-
PS-R)

Pentru a evalua in profunzime capacitatea materialelor studiate de a absorbi lichide, a fost
investigata capacitatea lor de sorbtie/desorbtie a apei, care oferd informatii atat despre migrarea
apei prin structura acestora, precum si despre factorii care influenteaza absorbtia sau eliberarea
apei [33]. Curbele de sorbtie/desorbtie evidentiaza faptul cd modificarea filmelor de polisulfona
sau a xerogelurilor cu lanturi de chitosan a dus la o crestere a retentiei de apa de la ~8 % la
~20 %, in timp ce functionalizarea chitosanului cu PSFF-2 a determinat o scadere de la ~55 % la
~38 %, subliniind rolul chitosanului in imbunatitirea retentiei de lichide (Figura 4.13.). In plus,
sinteza in masd a materialelor PS-CS a condus la valori de absorbtie a apei intre 3545 %,
sugerdnd cd aceastd metodad este potrivitd pentru controlul proprietétilor materialului. Acest
aspect poate fi corelat cu perturbarea echilibrului hidrofil-hidrofob al materialelor testate, avand
in vedere abundenta grupdrilor hidrofile ale chitosanului, capabile sa interactioneze cu moleculele
de apa (-OH, -N=CH, NHz, -NH-).
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Figura 4.13. Izotermele de sorbtie/desorbtie a vaporilor de apa ale probelor studiate comparativ
cu materialele de referinta: a) filme de polisulfona (PS1I, PS1R) sau chitosan (CS1I, CS1R)
modificate la suprafata prin iminare sau aminare si filme polimerice nemodificate (PS1, CS1);
b) xerogeluri pe baza de polisulfona (PS2I, PS2R) sau chitosan (CS2I, CS2R) modificate la
suprafatd prin iminare sau aminare si xerogeluri polimerice nemodificate (PS2, CS2)

Biodegradarea a fost investigata in prezenta de lizozima, o enzima din fluidele biologice,
capabila sa cliveze legaturile f-(1—4) glicozidice dintre unitatile D-glucozamina si N-acetil
D-glucozamina din structura chitosanului [34]. Cea mai mare pierdere de masa a fost Inregistrata
in cazul filmelor si xerogelurilor de chitosan nemodificate, de 46 % si, respectiv, 19 %
(Figura 4.15.a).
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Figura 4.15. a) Reprezentarea grafica a cineticii de biodegradare a materialelor investigate in
prezenta lizozimei si b) micrografii SEM reprezentative post-degradare

Prin grefarea polisulfonei pe suprafata materialelor pe baza de chitosan, procesul de
degradare a fost incetinit semnificativ, atingdnd pierderi de masa de doar 10 % si 2 % dupa 21 de
zile de contact cu lizozima. Acest comportament poate fi explicat prin formarea unui strat
hidrofob dupa grefarea polisulfonei formilate pe suprafata materialelor din chitosan, care
impiedicd patrunderea lizozimei in structura materialului. In cazul materialelor obtinute prin
reactia in masa, procentul de pierdere de masa a fost mai ridicat, cu valori apropiate de cele ale
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materialelor din chitosan. Acest fenomen poate fi explicat ludnd in considerare natura poroasa a
materialelor, care a favorizat accesul enzimei la domeniile de chitosan. Probele care au fost
imersate in solutia de lizozima au fost spalate si liofilizate si ulterior analizate prin microscopie
electronica de baleiaj, cu scopul de a observa influenta biodegradarii asupra morfologiei lor. Dupa
cum se poate observa in Figura 4.15.b, atat pe suprafata materialelor, cét si in masa acestora au
aparut crapaturi, urmare a procesului de erodare sub actiunea enzimei, in acord cu pierderea de
masa determinata prin masuratori gravimetrice.

Capacitatea materialelor studiate de a capta radicali liberi a fost investigata folosind
metoda DPPH. Cea mai bund activitate antioxidanta a fost observata in cazul probelor CS-PS-I,
PS-CS-I si CS2I (Figura 4.16.), a caror performanta poate fi explicata prin efectul sinergic dintre
grupdrile functionale -OH, -NH2 si -HC=N- prezente in structura chimica a materialului, precum
si prin perturbarea retelei de legaturi de hidrogen dintre gruparile hidroxil si amino de pe lantul
de chitosan, facandu-le astfel disponibile pentru captarea radicalilor liberi [35].
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Figura 4.16. Activitatea antioxidantd a materialelor investigate in stare solida

Avand 1n vedere capacitatea chitosanului de a induce hemostaza prin contactul direct cu
globulele rosii si trombocitele si prin urmare utilizarea lui pe scara larga in ingrijirea ranilor,
pentru a opri sangerarea [36], a fost investigata capacitatea materialelor pe baza de polisulfona si
chitosan de a favoriza coagularea sangelui, cu scopul de a identifica potentialul aplicativ al
acestora in domeniul biomedical. Pentru o analizd comprehensiva, materialele au fost comparate
cu un burete hemostatic comercial (pe baza de gelatind-Surgispon) si tifon. Materialele pe baza
de chitosan si polisulfona au prezentat valori ale absorbantei cuprinse intre 0,01 (CS2I) si
0,19 (CS-PS-R), mult mai mici decat absorbanta sangelui pur netratat (2,1), fapt care sugereaza
ca o mare parte din sangele depus pe suprafata materialelor a fost coagulat. Mai mult, majoritatea
materialelor au prezentat o eficientd de coagulare superioara tifonului si, in unele cazuri
(PS1, PS1I, CS2, CS2R, PS-CS-I, PS2I), chiar mai mare decat cea a buretelui hemostatic
comercial.

O alta proprietate investigata in acest studiu a fost capacitatea materialelor de a absorbi
sangele, cu impact pozitiv asupra procesului de coagulare (Figura 4.20.) [37]. Cea mai mare
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capacitate de umflare a fost observata in cazul xerogelului de chitosan nemodificat (11,95 mg/mg)
si a xerogelului de chitosan modificat cu polisulfona prin aminare (9,36 mg/mg). Mai mult, aceste
materiale au prezentat cele mai mari valori ale cresterii de masa In urma contactului direct cu
sangele, depasind-o pe cea a buretelui hemostatic comercial (8,85 mg/mg) si pe cea a tifonului
(3,18 mg/mg). Acest fapt poate fi corelat cu morfologia foarte poroasd a materialului, dar si cu
prezenta gruparilor hidroxil si amino din structura chitosanului care permit interactiunea cu
moleculele de apa din singe, conducand astfel la absorbtia sangelui si implicit la cresterea
semnificativa a masei.
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Figura 4.20. Gradul masic de umflare (mg/mg) al materialelor investigate in sdnge dupa 10
minute

De remarcat faptul cd modificarea xerogelului de chitosan nu a afectat semnificativ
porozitatea si hidrofilicitatea materialului, fapt care sugereaza ca aldturarea celor doi polimeri nu
are un efect negativ asupra capacitatii de umflare si a proprietatilor hemostatice ale chitosanului.
in schimb, filmul si xerogelul de polisulfona, precum si probele CS-PS-I si CS-PS-R au prezentat
cea mai mica capacitate de umflare, cu valori cuprinse intre 0,02-0,05 mg/mg. Acest rezultat este
similar cu cel obtinut in urma experimentului de umflare in PBS si poate fi corelat cu afinitatea
redusad a polisulfonei pentru moleculele de apa, limitand astfel absorbtia lor.

CONCLUZII GENERALE

1

Teza de doctorat intitulatd ,,Materiale polisulfonice cu proprietiti biologic active’
contine 195 de pagini impartite in cinci capitole care includ 20 tabele, 103 figuri, 30 scheme si
467 indicatii bibliografice. Teza este structuratd in doua parti - un studiu de literatura (Capitolul
1) si partea de contributii originale (Capitolele 2-5) si se incheie cu concluziile generale desprinse
in urma studiilor.

Primul capitol prezinta date de literaturd privind polisulfona UDEL si derivati de
polisufona, relatia structurd-proprietati si principalele aplicatii ale materialelor pe bazd de
polisulfona si derivati de polisulfona din domeniul biomedical.

Rezultatele originale, organizate in patru capitole distincte, au abordat urmatoarele
directii de cercetare:

v' Obtinerea si caracterizarea unor derivati de polisulfond, cu un studiu particular
concentrat pe evaluarea solubilitatii acestora prin aplicarea unor aproximari teoretice si
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experimentale si un alt studiu axat pe utilizarea polisulfonei cuaternizate ca substrat
pentru acoperiri bioactive;

Obtinerea de acoperiri pentru tratarea infectiilor fungice ale unghiei, pe baza de
polisulfona formilata si amfotericind B, utilizdnd chimia dinamica a legaturii de tip
imina;

Obtinerea si caracterizarea unor materiale hibride pe baza de polisulfona si chitosan
legate prin unitati de tip imina sau amina.

Din studiile intreprinse au fost desprinse urmatoarele concluzii:
1. Au fost sintetizati doi derivati de polisulfond: polisulfona cu grupe cuaternare de

amoniu (PSFQ) si polisulfond cu grupe de acid sulfonic (PSFS). Derivatul clorometilat al
polisulfonei (PSFCM) a fost de asemenea sintetizat, caracterizat si utilizat ca intermediar in
sinteza PSFQ.

A fost optimizat protocolul reactiei de clorometilare a PSF, cu scopul de a obtine un
derivat cu grad de substitutie mare, fara reactii secundare.

A fost optimizat protocolul reactiei de cuaternizare a PSFCM pentru a obtine un derivat
PSFQ cu grad de substitutie reproductibil (de 1,35) si al reactiei de sulfonare pentru a
obtine un derivat PSFS cu grad de substitutie de 0,6.

Structura derivatilor de polisulfona a fost confirmata prin spectroscopie FTIR si RMN
('H-RMN, BC-RMN, ’N-RMN, experimente bidimensionale).

Caracterizarea termica prin ATG a polimerilor obtinuti a evidentiat ca stabilitatea
termica a acestora scade in urmatoarea ordine: PSF>PSFCM>PSFS>PSFQ.

Au fost determinati parametrii de solubilitate ai polisulfonelor functionalizate prin
aplicarea metodei imbunatatite a contributiei de grup in diferiti solventi uzuali, iar
valorile parametrilor partiali de solubilitate ai polisulfonelor sintetizate au fost corelate
cu parametrii partiali de solubilitate Hansen ai solventilor analizati.

Conform teoriei sferei de solubilitate Hansen, DMF, DMSO, NMP si DMAc au fost
solventii cei mai compatibili cu cele doua polisulfone ionice.

Parametrii de solubilitate ai derivatilor de polisulfond au fost calculati si pe baza
valorilor viscozitatii intrinseci determinate experimental pentru cele doua polisulfone
ionice In DMF, DMSO, NMP si DMAc, iar rezultatele au evidentiat faptul cd DMF este
solventul cel mai bun din punct de vedere termodinamic.

Cei mai compatibili solventi, identificati prin metodele teoretice si experimentele
anterioare, au fost ulterior folositi la obtinerea de filme pe baza de PSFQ si PSFS.
Investigarea topografiei filmelor turnate din solutiile derivatilor de polisulfona
sintetizati, prin microscopie de fortd atomica, a indicat DMF-ul ca solvent optim pentru
obtinerea de filme netede, cu valori ale rugozitatii medii si ale rugozitatii medii patratice
mai mici decat cele obtinute cu alti solventi.

Umectabilitatea filmelor de PSFQ si PSFS a fost determinatd prin masuratori ale
unghiului de contact cu diferiti solventi si corelarea valorilor acestora cu valorile RED
determinate prin calcule teoretice a permis clasificarea solventilor investigati in trei
regiuni de compatibilitate.

Parametrii hidrodinamici (viscozitdti reduse, specifice si intrinseci etc.) si
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termodinamici ai PSFQ si PSFS si interactiunile dintre lanturile macromoleculare si
moleculele de solvent au fost investigate prin masuratori viscozimetrice, aplicand
modelele Huggins si Wolf, care au confirmat, pe de o parte, caracterul de polielectrolit
al celor doi polimeri si au indicat, pe de alta parte, o afinitate mai mare a PSFQ pentru
DMF decat PSFS.

2. Au fost obtinute cinci formuldri prin combinarea polisulfonei cuaternizate cu un

medicament antifungic, amfotericina B (AmB) si/sau un antibiotic cu spectru larg, norfloxacina

(NFX),

in diferite rapoarte gravimetrice, cu scopul de a crea acoperiri bioactive pentru dispozitive

biomedicale.

Analiza structurala ("H-RMN, FTIR si UV-Vis) a formularilor a evidentiat formarea
unor interactiuni puternice intre matricea polimerica si cele doud medicamente.
Caracterizarea morfologica a formularilor, realizatd prin POM, WXRD si SEM, a
confirmat dispersia fina, la nivel submicrometric, a medicamentelor in matricea
polimerica.

Determinarea proprietatilor de suprafatd a condus la valori ale unghiului de contact cu
apa cuprinse intre 60 si 90 grade si valori ale energiei de suprafatd in intervalul
16,5-44,9 mN/m, indicand umectabilitate moderata si capacitate de a sustine aderarea
si proliferarea celulelor, caracteristici necesare pentru dispozitivele medicale utilizate
in contact cu tesuturile vii.

Evaluarea cineticii de eliberare a NFX a evidentiat eliberarea sustinutd a acesteia, cu
valori de aproximativ 74 % medicament eliberat pe parcursul a 48 de ore, indiferent de
compozitia probei, cu o eliberare mai rapidd, de 63 + 6,6 %, in primele 4 ore.
Monitorizarea cineticii eliberarii AmB din matricea polimerica nu a fost posibila,
concentratia medicamentului in supernatant scdzand sub limita de detectie a
spectrofotometrului UV-Vis.

Fitarea datelor cinetice experimentale de eliberare a NFX pe diverse modele matematice
a sugerat ca eliberarea NFX din matricea polimerica este un proces controlat de difuzie
si influentat de cantitatea de medicament, timpul de expunere si hidrofilicitatea
matricei.

Formularile au prezentat activitate antioxidanta semnificativa, corelata cu continutul de
medicament, atingand o capacitate de inhibitie a radicalilor liberi de 67,49 % pentru
proba cu continutul cel mai mare de medicamente, atribuita in special contributiei
amfotericinei B.

Toate probele au prezentat activitate antimicrobiand fata de speciile bacteriene si
fungice asociate frecvent cu infectiile nosocomiale, S. aureus (bacterie Gram-pozitiva),
E. coli (bacterie Gram-negativa) si C. albicans (microorganism oportunist), conform
rezultatelor a doud teste antimicrobiene in vitro (standard industrial japonez si Kirby
Bauer), cu valori ridicate ale diametrelor de inhibitie de pana la 39 mm fata de E. coli
si 20 mm fata de C. albicans.

Datele experimentale au demonstrat posibilitatea utilizarii polisulfonei cuaternizate ca
matrice pentru incapsularea agentilor antimicrobieni in vederea obtinerii de acoperiri
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pentru dispozitive medicale sau instrumente chirurgicale, capabile sd prevind infectiile
care pot aparea la nivelul situsului chirurgical.

3. Au fost obtinute sisteme de eliberare controlatd a unui medicament antifungic,

amfotericind B, prin reactia de condensare acida a agentului terapeutic cu un derivat formilat de
polisulfona, avand ca scop aplicarea acestora ca lacuri de unghii in tratamentul topic al

onicomicozelor.

Caracterizarea structurald prin spectroscopie RMN si FTIR a demonstrat obtinerea cu
succes a derivatului formilat de polisulfona.

Au fost obtinuti derivati iminici de polisulfond si AmB sintetizati prin reactia de
condensare in diferite rapoarte molare ale gruparilor de tip aldehida din polisulfona
formilata si de tip aminad din AmB. Filme flexibile si transparente au fost obtinute prin
utilizare de PEG ca agent de crestere a vascozitatii si de filmare.

Caracterizarea structurald a sistemelor de eliberare, realizatd prin 'H-RMN, FTIR si
UV-Vis, a demonstrat formarea de legaturi iminice intre gruparile de tip aldehida ale
polisulfonei formilate si gruparea de tip amina a AmB.

Analiza morfologica pe suprafata si in sectiune, prin microscopie SEM, a evidentiat o
suprafata continua si neteda pentru toate probele, fara fisuri, indicand o buna calitate a
filmelor obtinute.

Microscopia AFM a relevat o topografie rugoasa a suprafetelor, cu valori medii ale
rugozitatilor medii de aproximativ 15 nm.

Datele de WXRD si imaginile POM au evidentiat caracterul semicristalin al sistemelor
obtinute, in acord cu structura materialelor.

Analiza termogravimetrica a probelor investigate a indicat stabilitatea termica ridicata
a acestora si, de asemenea, a confirmat indirect legarea covalenta a medicamentului de
polisulfona formilata, prin absenta etapei de degradare specifice.

Determinarea unghiului de contact cu apa a demonstrat cad legarea covalenta a
medicamentului de PSF conduce la imbunatétirea considerabila a hidrofilicitatii PSF.
Probele au prezentat o stabilitate hidrolitica ridicata, in concordanta cu cerintele pentru
aplicarea ca lac de unghii, cu o pierdere de masa sub 10% in decurs de o ord, in mediu
apos.

Cinetica de eliberare a AmB, monitorizata prin UV-Vis, a demonstrat capacitatea
probelor de a elibera medicamentul sustinut, cu o eliberare de peste 58 % pe parcursul
a 48 ore.

Fitarea datelor cinetice pe modele matematice a aratat cd eliberarea medicamentului
antifungic din sistemele sintetizate este un proces complex, dictat in egald masura de
difuzie, umflare si erodarea matricii.

Investigarea activitatii antifungice a materialelor prin metoda Kirby-Bauer, pe tulpinile
C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis si S. cerevisiae, a evidentiat zone mari de
inhibitie (31 mm), sustinand aplicarea acestor sisteme ca acoperiri antifungice.
Evaluarea citotoxicitatii prin testul MTS pe fibroblaste a ardtat o viabilitate celulara mai
mare de 80%, indicand biocompatibilitatea probelor si siguranta utilizarii lor in
bioaplicatii, in concordanta cu ISO 10993-5 pentru dispozitive medicale.
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4. Au fost obtinute materiale hibride pe baza de chitosan si polisulfonad formilata prin

reactia de iminare sau aminare la suprafata sau prin condensarea in masa a celor doi polimeri.

A fost sintetizat un nou derivat de polisulfona cu grupari formil in urma reactiei dintre
polisulfona clorometilatd si para-hidroxi benzaldehida, iar structura sa a fost
caracterizata prin "H-RMN, 3C-RMN si experimente bidimensionale.

Au fost sintetizate materiale noi, polisulfond-chitosan, prin reactia de iminare a
polisulfonei formilate cu chitosanul, in diverse abordari: (1) iminarea filmului de
chitosan cu polisulfona formilatd; (2) iminarea filmului de polisulfond formilatd cu
chitosan; (3) iminarea xerogelului de chitosan cu polisulfonad formilata; (4) iminarea
xerogelului de polisulfonad formilata cu chitosan; (5) iminare in masd a polisulfonei
formialate cu chitosan. Iminele obtinute au fost supuse unei reactii de reducere pentru
a obtine derivatii amino polisulfona-chitosan corespunzatori.

Materialele obtinute au fost caracterizate din punct de vedere structural prin
spectroscopie FTIR si spectrofotometrie UV-Vis, ambele metode confirmand obtinerea
derivatilor vizati.

Analiza de difractie de raze X la unghi larg a demonstrat prezenta unei stratificari pe
distante scurte, cel mai probabil sub forma de aglomerari de dimensiuni mici, ca o
posibila consecinta a segregarii hidrofob/hidrofil in cazul materialelor obtinute.
Analiza ATG a aratat ca degradarea termica a materialelor studiate urmeaza profilul de
degradare al celor doi polimeri, fara modificari majore in cazul filmelor, dar cu
deplaséri consistente in cazul materialelor sintetizate in masd, indicand o amestecare
fina a celor doi polimeri datorata legarii lor covalente.

Analiza materialelor prin microscopie SEM a indicat o morfologie mai mult sau mai
putin poroase, dependenta de compozitie si modul de obtinere.

Analiza mai detaliata a suprafetei, prin AFM, a relevat o topografie in general rugoasa,
fara un trend clar al variatiei valorilor rugozitatii medii.

Majoritatea materialelor pe baza de polisulfond si chitosan au prezentat valori ale
unghiului de contact cu apa in intervalul 60-90 °, corespunzand unei umectabilitati
moderate, o caracteristicd cunoscuta pentru sustinerea aderentei si proliferarii celulare.
Probele au prezentat un grad relativ mic de umflare in solutia de PBS, datorat atat
proprietatilor intrinseci ale polimerilor, cat si legarii lor covalente.

Curbele de sorbtie/desorbtie au indicat cresterea retentiei de apa a materialelor pe baza
de polisulfona in urma modificarii acestora cu chitosan, de la ~8 % la ~20 %, subliniind
rolul chitosanului in Tmbunatatirea hidrofilicitatii si implicit capacitatii de a retine
lichide.

Materialele investigate au prezentat o buna capacitate de transport a vaporilor de apa,
cele mai bune rezultate au fost inregistrate in cazul materialelor in care chitosanul este
polimerul dominant.

Prezenta chitosanului a conferit materialelor susceptibilitate la degradare enzimatica,
cu o pierdere de masa de pana la 46 %.

Sistemele obtinute au prezentat o activitate antioxidanta usoara cu o capacitate de legare
a radicalilor liberi de 20 % datoratd prezentei gruparilor hidroxilice si amino din
structura chitosanului.
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Materialele au prezentat o activitate antibacteriana moderata atat fata de S. aureus, cat
si fata de E. coli.

Toate sistemele sintetizate au prezentat o usoara capacitate de coagulare a sangelui, dar
si de absorbtie a acestuia, proprietate care le recomanda spre a fi utilizate in domeniul
biomedical.

Rezultatele originale prezentate in tezd au fost sau urmeaza a fi publicate sub forma de

articole stiintifice in reviste internationale cotate ISI.
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