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INTRODUCERE

Chimioterapeuticele antibacteriene reprezinta una dintre cele mai importante descoperiri
ale medicinei moderne, jucand un rol esential in tratamentul infectiilor bacteriene si in reducerea
mortalitatii asociate acestora. Cu toate acestea, utilizarea lor excesiva si deseori inadecvatd a
condus la aparitia unor probleme majore de sanatate publica, dintre care cea mai alarmanta este
rezistenta bacteriana. Aparitia speciilor bacteriene multirezistente limiteaza semnificativ eficienta
tratamentelor conventionale, crescand durata spitalizarilor, costurile medicale si mortalitatea.

in paralel, administrarea sistemici a antibioticelor este asociati adesea cu efecte
secundare marcante, inclusiv toxicitate, dezechilibre ale microbiotei si reactii de
hipersensibilitate. In acest context, se impune dezvoltarea unor strategii terapeutice inovatoare,
care sd asigure un profil de sigurantd optim si o eficientd crescuta a tratamentului cu antibiotice.

Una dintre directiile promitatoare in acest sens este reprezentata de utilizarea sistemelor
de eliberare controlatd a medicamentelor, care permit mentinerea concentratiei optime a
substantei active la locul infectiei, printr-o eliberare treptata a acesteia, reducand astfel efectele
adverse sistemice si riscul aparitiei rezistentei microbiene. Dintre materialele biocompatibile
investigate pentru formularea acestor sisteme, chitosanul se remarcd prin proprietdtile sale
exceptionale: biodegradabilitate, permeabilitate selectiva si activitate antimicrobiana intrinseca.

Aceastd teza si-a propus sd exploreze potentialul chitosanului in formularea de sisteme
avansate pentru eliberarea controlata a antibioticelor, punand accent pe caracterizarea structurala,
morfologica si a comportamentului in vitro si in vivo al acestora, contribuind astfel la dezvoltarea
unor solutii sustenabile si eficiente in lupta impotriva infectiilor bacteriene rezistente. Astfel,
elaborarea si coordonarea tezei de doctorat intitulata ,,Formulari pe baza de chitosan pentru
eliberarea controlati de antibiotice” s-a realizat dupa cum urmeaza: (i) Obtinerea si
caracterizarea unor nanofibre pe bazd de chitosan si chitosan cuaternizat care incapsuleaza
eritromicina si sunt iminate la suprafatd cu o aldehidd monofunctionala cu activitate antioxidanta,
cu scopul de a dezvolta biomateriale de noud generatie pentru controlul infectiilor, reglarea
raspunsului imun si regenerare tisulara; (ii) Obtinerea si caracterizarea unor lipozomi ce
incapsuleaza eritromicind, acoperiti cu oligomeri de chitosan, in urma unui studiu amplu de
optimizare a parametrilor de preparare, urmarind dezvoltarea unui sistem nanotransportor cu
stabilitate superioard, potential antioxidant, proprietdti mucoadezive si eficientd antibacteriana,
vizand depasirea limitarilor terapiei conventionale cu eritromicind si (#i) Obtinerea si
caracterizarea unor nanofibre care incorporeaza norfloxacind, pe baza de chitosan si chitosan
cuaternizat iminate la suprafatd cu acid 2-formilfenilboronic, investigdnd potentialul acestora ca
pansamente pentru rani si arsuri.

Lucrarea este compusd din doud parti principale, cuprinzand in total patru capitole:
Partea I este alcatuita din Capitolul I, unde sunt expuse date din literatura relevante pentru
subiectul tezei si Partea a-II-a care cuprinde Capitolele II, III, dedicate prezentarii rezultatelor
obtinute in urma cercetérii proprii, si Capitolul IV in care sunt descrise materialele, metodele si
echipamentele utilizate 1n cercetarea proprie, precum si date experimentale aditionale.

Capitolul I este dedicat integral prezentdrii datelor din literatura stiintificd asupra temelor
relevante, precum formularile curente pe baza de chitosan (nanofibre, membrane, geluri, nano-
/microparticule) destinate incorporarii de antibiotice, dar si o scurtd prezentare a celor doua



substante medicamentoase ce fac tema cercetarilor proprii, eritromicina si norfloxacind, cu accent
pe limitarile acestora in terapia actuald si pe formularile specifice studiate pana in prezent ale
celor doua, pe baza de chitosan.

Capitolul II este dedicat formularilor dezvoltate pentru eliberarea eritromicinei, fiind
alcatuit din doua subcapitole distincte. Astfel, in primul subcapitol este redatd obtinerea si
caracterizarea nanofibrelor binare de chitosan/HTCC functionalizate cu 2-hidroxi-5-metoxi-
benzaldehida ce contin eritromicina, realizdndu-se in prealabil un studiu preliminar de validare a
tehnicii de functionalizare utilizate. Nanofibrele obtinute au fost analizate complet din punct de
vedere structural si morfologic, evaluandu-se totodata si proprietatile acestora, precum profilul
de eliberare al celor doud substante active, biodegradabilitatea, capacitatea de umflare,
proprietatile adezive, capacitatea antioxidantd, activitatea antimicrobiana si profilul de siguranta
atat prin studii in vitro pe linii celulare umane cat si studii preclinice in vivo intr-un model murin.
in cel de-al doilea subcapitol este prezentati optimizarea, obtinerea si caracterizarea lipozomilor
acoperiti cu oligomeri de chitosan ce incapsuleaza eritromicind, atat din punct de vedere structural
si supramolecular, cat si prin determinarea modelului de eliberare, activitatii antioxidante,
mucoadezivitatii, proprietatilor antibacteriene si biocompatibilitatii in vitro.

Capitolul I1I abordeaza dezvoltarea de biomateriale pentru eliberarea norfloxacinei, prin
obtinerea si caracterizarea de nanofibre binare de chitosan/TMC ce contin norfloxacina si sunt
functionalizate la suprafati cu acid 2-formilfenilboronic. in mod aseminitor fibrelor cu
eritromicind, acestea au fost caracterizate din punct de vedere structural si morfologic, fiind
evaluate proprietatile acestora, precum profilul de eliberare al norfloxacinei, proprietatile
mecanice, biodegradabilitatea, capacitatea de umflare, proprietitile adezive, capacitatea
antioxidantd, activitatea antimicrobiand precum si profilul de sigurantéd prin studii preclinice in
vitro, pe linii celulare umane, si in vivo, utilizind un model murin. Aplicatia vizata pentru aceste
fibre a fost de pansamente pentru vindecarea ranilor si arsurilor.

in Capitolul IV sunt prezentate in detaliu date suplimentare legate de partea
experimentald a tezei, inclusiv materialele, tehnicile si echipamentele utilizate in realizarea
studiilor cuprinse in teza, precum si informatii detaliate asupra procesului de obtinere si
caracterizare a formuldrilor, contindnd imagini, grafice si tabele care sustin afirmatiile din
capitolele II, I11.

Lucrarea se incheie cu o sinteza a activitatilor de diseminare stiintificd desfasurate pe
parcursul stagiului doctoral, reflectdnd contributia la avansarea cunoasterii in domeniu prin
publicarea de articole in reviste de specialitate, participarea la conferinte nationale si
internationale, precum si prin implicarea in proiecte de cercetare. Sunt de asemenea evidentiate
formele de sprijin financiar care au sustinut realizarea programului doctoral, contribuind
semnificativ la desfasurarea activitatilor de cercetare. Sunt prezentate mobilitatile academice
efectuate in aceastd perioada, care au facilitat schimbul de idei, colaborarea interdisciplinara si
extinderea perspectivei stiintifice. Sectiunea finald cuprinde bibliografia de specialitate
consultatid, ce a reprezentat un reper esential pentru aprofundarea cunostintelor si pentru
interpretarea rezultatelor obtinute in cadrul prezentei teze.



CAPITOLUL 1T
Formulari pentru eliberarea controlata a eritromicinei

I1.1. Nanofibre de chitosan/chitosan cuaternizat ce incapsuleaza eritromicina,
functionalizate la suprafata cu 2-hidroxi-5-metoxi-benzaldehida

1.1.1. Introducere

Din punct de vedere terapeutic, utilizarea nanofibrelor pentru a obtine formulari de
medicamente pentru aplicatii topice este una avantajoasd, datoritd suprafetei specifice
considerabil mai mare fatd de cea a pansamentelor traditionale si structurii poroase care permite
incapsularea eficientd de substante active. Chitosanul (CS) este un biopolimer cunoscut pentru
proprietatile sale precum biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, mucoadezivitatea si activitatea
antimicrobiana intrinsecd, actiondnd ca un bun promotor de absorbtie pentru substantele
medicamentoase, favorizand totodatd Imbunatatirea biodisponibilitatii medicamentelor [1].

Unul dintre principalele dezavantaje ale CS este dat de solubilitatea sa redusa in apa, si
pentru rezolvarea acestuia a fost dezvoltat chitosanul cuaternizat, cum este clorura de N-(2-
hidroxi)propil-3-trimetil amoniu chitosan (HTCC) [2]. Prin procesul de iminare a CS se pot obtine
materiale cu proprietati mecanice superioare si capacitate de a modula stabilitatea fibrelor la
diferentele de pH, temperatura sau umiditate. 2-hidroxi-5-metoxi-benzaldehida (2H5MB) este un
compus natural, izomer al vanilinei, care se regaseste in diverse plante si posedd o serie de
proprietati active benefice administrarii topice [3].

Eritromicina (ERY) este un antibiotic cu spectru larg utilizat pentru tratamentul infectiilor
pielii, cailor respiratorii si tesuturilor moi, fiind de asemenea investigata in unele arii terapeutice
emergente [4]. Cu toate acestea, utilizarea sa clinica este limitatd de solubilitatea scazuta in solutii
apoase, instabilitatea in mediu acid si biodisponibilitatea limitatd [5]. Fiind un antibiotic
macrolidic, utilizat atat intern, cat si extern, existd un potential larg de aplicabilitate al
nanofibrelor ce contin ERY. Extern, acestea pot fi aplicate in profilaxia infectiilor plagilor
superficiale, in tratarea ranilor infectate, In tratamentul acneei bacteriene si al altor afectiuni
dermatologice. in timp ce ERY a fost incorporati in diferite formulari, incapsularea sa in
nanofibre ramane in mare parte neexplorata.

Pentru validarea acestui model, au fost preparate 12 formulari de nanofibre, cu diverse
compozitii, evaluandu-se sistematic proprietatile fizico-chimice ale acestora, precum capacitatea
de retinere a lichidelor, profilele de eliberare in vitro ale ambilor agenti bioactivi,
biodegradabilitatea, mucoadezivitatea, activitatea antimicrobiana si antioxidanta. in plus, un
studiu aprofundat al toxicitatii acute in vivo a evaluat impactul acestora asupra parametrilor
fiziologici cheie intr-un model de rozétoare (sobolani Wistar). Aceasta abordare cuprinzatoare a
avut ca scop stabilirea nanofibrelor de chitosan/chitosan cuaternizat incarcate cu ERY ca fiind
biomateriale inovatoare pentru aplicare in ingineria tisularda, vindecarea ranilor si controlul
infectiilor.

in etapa preliminard a studiului, au fost elaborate 6 materiale suplimentare pentru a
confirma metoda de sigilare a fibrelor martor, ale caror compozitii au fost ulterior integrate in
analiza finala.



11.1.2. Rezultate si discutii
I1.1.2.1. Studiu preliminar: nanofibre binare functionalizate

In prima etapa a studiului au fost preparate fibre de chitosan ternare prin electrofilarea
unui amestec de CS/HTCC/PEO cu o concentratie de 2,5% solubilizat in acid acetic (AcOH),
utilizand diverse proportii intre CS/HTCC (3:1, 7:1, 19:1 m/m) si pastrand constanta cantitatea
de PEO folosita 1n toate trei formularile. Astfel, au fost obtinute probele C1*, C2* si C3*, unde
cifra 1 reprezinta raportul 3:1, cifra 2 raportul 7:1, iar cifra 3 raportul 19:1 dintre CS/HTCC, iar
* indica faptul cd materialele sunt preliminare.

Pentru a obtine fibrele binare de CS/HTCC, PEO-ul a fost indepartat din compozitia
materialului prin spalare cu etanol supus in prealabil uscarii pe site moleculare. Fibrele au fost
imersate de 4 ori in etanol pe durata a 24 de ore, schimband mediul de spalare cu unul proaspat
de fiecare datd, intr-un incubator la 35 °C si 25 rpm. Indepértarea totali a PEO-ului a fost
confirmata prin cantdrirea masei de reziduu extras care a fost corespunzatoare celei din solutia
initiald de electrofilare, dupa care au fost realizate teste complementare precum ATG, FTIR si
'H-RMN pentru validare suplimentara.

Reactia de iminare cu 2H5MB (Schema II.1.) s-a realizat pe suprafata nanofibrelor prin
pulverizarea unei solutii etanolice de aldehida de 0,25% pe ambele fete ale materialelor, dupa
care acestea au fost lasate la uscat intr-un spatiu inchis, pentru a avea loc reactia completd
(obtinandu-se probele Clv*, C2v* si C3v*, unde v reprezintd sigilarea cu monoaldehida).
Cantitatea de 2HSMB utilizata a fost calculata astfel incat sa se atingd un raport molar de 10:1
intre unitdtile de glucozamina ale CS si unitatile formil ale 2HSMB. Conversia totald a gruparilor
amino In grupari iminice a fost confirmata in primul rand prin spectroscopia FTIR.
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Schema II.1. Schema reactiei de iminare la suprafata a fibrelor de chitosan/chitosan cuaternizat

Din punct de vedere al morfologiei fibrelor, acestea au fost studiate utilizdnd microscopia
SEM si POM (Figura 11.2.), analizele dezvaluind o morfologie fina, lipsita de defecte, cu un
diametru mediu de 87 + 28 nm, 112 £+ 23 nm, 155 + 26 nm pentru fibrele martor compuse din
CS/HTCC in proportii de 3/1, 7/1 si respectiv 19/1. In urma reactiei de iminare, valorile medii ale
diametrelor fibrelor au fost de 123 = 30 nm, 142 + 19 nm si 144 £ 25 nm pentru C1v*, C2v* si
respectiv C3v*. Diametrul marit al fibrelor iminate fatd de cele martor poate fi atribuit umflarii si
colapsarii fibrelor in timpul procesului de modificare/uscare, acestea aparent lipindu-se intre ele.
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Figura I1.2. Caracterizarea morfologica a fibrelor obtinute (in ordine de la stanga la dreapta: Imagini SEM,
imagini POM si reprezentarea grafica a distributiei diametrului fibrelor a) C1*, b) C2*, ¢) C3*, d) Clv*, e)
C2v*, f) C3v*

Imaginile obtinute prin microscopie opticd sub lumina polarizata au dezvaluit
birefringenta, fapt ce sugereaza o ordonare cristalina a macromoleculelor de CS/HTCC in cadrul
procesului de electrofilare, sau un grad mare de aliniere a nanofibrelor.

I1.1.2.2. Preparare, caracterizare structurala si termica

O serie ampla de nanofibre pe baza de chitosan, incarcate cu eritromicind si/sau
modificate cu 2H5MB, cunoscutd pentru capacitatea sa de a reactiona usor cu chitosanul prin
legaturi imina, au fost preparate cu scopul de a identifica un nou design de biomateriale, potrivit
aplicatiilor in vivo.
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Schema I1.2. Reprezentare schematicd a protocolului de preparare pentru nanofibrele studiate, aldturi de
codurile aferente. in diagramd, culoarea roz indica incapsularea ERY in fibre, iar culoarea galben denota
iminarea fibrelor la suprafata cu 2HSMB

Nanofibrele au fost preparate similar metodei descrise in capitolul I1I.1.2.1., folosind de
data aceasta un aparat ce utilizeazd o tehnica de electrofilare fara ac, aplicatd unui amestec
polimeric ternar de CS, HTCC si PEO, urmatd de indepartatea PEO-ului. Fibrele au fost
functionalizate prin incarcare cu ERY si/sau reactionare cu 2H5MB la suprafatd (Schema I1.2.).



Avéand 1n vedere ca HTCC este bine cunoscut pentru activitatea sa antimicrobiand, dar poate fi
citotoxic la concentratii mari, au fost selectate diferite rapoarte CS:HTCC (3:1, 7:1, 19:1 m/m)
pentru a optimiza echilibrul intre profilul de siguranta si bioactivitate.

Spectrele FTIR ale fibrelor au prezentat benzi corespunzatoare tuturor componentelor,
acestea fiind mai usor identificate prin comparare cu martorii (Figura I1.7.). Concret, spectrele
fibrelor iminate la suprafata (Civ si Ciev) au prezentat aparitia unei benzi cu maximul in jurul
valorii de 1637 cm’!, caracteristici legdturilor imina, fati de cele neiminate (Ci si Cig). In plus,
banda ascutitd si intensa de la 1661 cm™, caracteristica grupdrii formil din 2H5MB, a fost absenta
in spectrele Civ si Ciev, sustindnd conversia totald a acesteia in legaturi imina. Pentru probele
care contin ERY (Cik si Cigv), in comparatie cu cele lipsite de medicament (Ci si Civ), a fost
observatd o banda largd, de intensitate scdzutd, in jurul a 1715 cm’!, caracteristicd benzii de
intindere a gruparii carbonil a inelului lactonic din antibiotic.
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Figura IL.7. Spectrele FTIR ale probelor studiate fata de martorii 2HSMB si ERY (d);
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Figura IL8. Spectrul 'H-RMN al seriei C2, comparativ cu martorii 2H5MB si ERY



O metoda complementara de validare a prezentei ERY in fibre, precum si a reactiei de
iminare cu 2H5MB, a fost furnizatd de spectrele 'H-RMN. Chiar dacd semnalele protonilor s-au
suprapus in mare masura, cele specifice ERY, corespunzatoare gruparilor metil legate de atomi
de C din regiunea 0,78-1,4 ppm, dar si cele de la 2,4 ppm (N(CH3)2) si 5,1 ppm (CH vecin
atomului de oxigen din fragmentul de cladinoza si, respectiv, din inelul lactona) au putut fi
observate in spectrele 'H-RMN ale fibrelor ce contin antibioticul (Cik si Ciev) (Figura I1.8.) [6].
Pe de alta parte, in spectrele 'H-RMN au fost regdsite semnalele protonilor imind, la aproximativ
8,47 ppm, in probele Civ si Cigv, confirmand formarea legaturilor imind. Pe baza spectrelor 'H-
RMN, a fost calculat gradul de substitutie al CS/HTCC cu unitati de vanilina, rezultand valori
apropiate celor obtinute din UV-vis.
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Figura IL9. Curbele ATG (stanga) si DTG (dreapta) ale seriei C2 comparativ fatd de ERY, 2H5MB si
martorul Chitosan-PEO

Analiza termogravimetrica a fost folosita pentru validarea componentelor fibrelor, prin
monitorizarea etapelor lor specifice de degradare (Figura 11.9.). Etapa de descompunere de la
380 °C (caracteristica degradarii PEO) a fost absentd, confirmand astfel eliminarea totald a
acestuia din toate probele studiate [7].

I1.1.2.3. Caracterizare supramoleculari si morfologica

Modelul XRD al tuturor probelor a evidentiat o reflexie larga de intensitate scazutd in
jurul valorii de 20° 20, caracteristica pentru starea semicristalind a fibrelor pe baza de chitosan.
Microscopia in lumind polarizata, a confirmat starea semicristalind prin observarea texturilor
birefringente.

e BN

C2g: 146,7 £ 34,4 nm C2y:136,0 + 34,4 nm C2gy:133,1 £27,1 nm
Figura I1.12. Imagini SEM ale probelor seriei C2 si diametrul mediu al acestora (nm)



Morfologia fibrelor observata prin SEM a evidentiat o retea tridimensionala de fibre
incalcite, formand o netesutd cu pori interfibrilari neregulati. Diametrul mediu al fibrelor a scazut
pe masura ce continutul de HTCC a crescut, dar fara relevanta statistica (Figura 11.12.). Diametrul
fibrelor nu a fost afectat in mod semnificativ de incarcarea cu ERY si/sau de iminarea cu 2HSMB.

I1.1.2.4. Comportamentul fibrelor in medii apoase

Capacitatea fibrelor de a absorbi lichide a fost determinata prin experimente de sorbtie
dinamica a vaporilor de apa care au aratat ca toate probele de fibre au o capacitate mare de
retinere a apei, variind de la 37% la 130%, intr-un mediu cu 85% umiditate relativa, valori
comparabile cu cele ale pansamentelor recomandate pentru ranile cu exsudare moderat-puternica,
cum ar fi Aquacel si Hydrosorb [8].
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Figura I1.13. Comportamentul probelor in mediu umed: ¢) Umflarea masica la echilibru in A) apa si B) PBS
7,4; d) Imagini ale probei C2gy inainte si dupa imersare in apa si PBS;

Capacitatea mare de absorbtie a apei masuratd prin metoda DVS a fost confirmatad de
valorile umflarii masice la echilibru (MES) de 34,91 g/g in apa si 16,89 g/g in PBS
(Figura I1.13.c) [8]. Degradarea enzimatica in mediu cu lizozima a urmat o tendinta similara cu
cea a umflarii, cea mai mare pierdere de masa fiind de aproximativ 40% pentru fibrele cu cel mai
mare continut de HTCC, pierdere atribuita in principal dizolvarii acestuia.

I1.1.2.5. Evaluarea proprietitilor adezive

Caracterul mucoadeziv al fibrelor studiate a fost investigat prin masurarea transmitantei
solutiilor acestora, Inainte si dupa amestecarea cu mucind. Datele colectate (Figura I1.16.a) au
aratat o scadere semnificativa a transmitantei, atribit formarii de agregate intre componentele
fibrelor si mucina, confirmand caracterul mucoadeziv al acestora.
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Figura II.16. a) Transmitanta solutiilor de mucind si de nanofibre fata de componentele utilizate; b)
Reprezentare grafici a fortei de adeziune necesara desprinderii fibrelor de pielea de pui
(*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001)



Acest lucru a fost confirmat de testele in vitro pe piele de pui (tesut model), care a
prezentat valori ale fortei adezive ce au crescut direct proportional cu continutul de HTCC din
fibre (Figura 11.16.b). Forta moderata (de la 0,5 la 2 N), necesara pentru a desprinde fibrele de
tesut, sugereaza ca acestea ar fi ideale pentru aplicarea pe mucoase, cum ar fi in cazul sistemelor
de administrare a medicamentelor sau pansamentelor chirurgicale, unde este necesar un timp de
contact sustinut fara aderenta excesiva care ar putea cauza disconfort sau leziuni tisulare [9].

I1.1.2.6. Cuantificarea substantelor active si cinetica lor de eliberare

Determinari cantitative prin spectroscopie UV-vis, au ardtat cd procentul de 2HSMB
legata chimic de chitosan a fost aproximativ 3% din masa totala a fibrelor, corespunzand unui
grad de substitutie al CS/HTCC cu unitéti de vanilina de aproximativ 3%. Nu au fost observate

diferente semnificative
xR 9 iy HH d) statistic intre probe, indicand
C3y C3: B omogenitatea  reactiei  la
2] 3 Cv suprafata (Figura IL.17.c.).

C2y : €2 E in schimb, determinarea

Clgy CclElv cantitativd a ERY a indicat un
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0 1 2 3 4 5 0 2 4 6 8 10 probele Cig (~7%), si o
2H5MB (%) ERY (%)

cantitate foarte micd 1In
probele Ciev (~1%). 2HSMB
a demonstrat o eliberare
progresiva in primele 8 ore, urmata de un proces mai lent, cu o eliberare vizibil mai rapida din
probele Civ comparativ cu Cigv (Figura 11.19.a). in ceea ce priveste eliberarea ERY,
SOl Gl O Gy Gy G e en e e Sn o probele Cig au prezentat pierderi

100 medicamentoase semnificative,
caracterizate printr-o eliberare
de tip “burst release” de 60-90%
in prima ora a experimentului
(Figura I1.19.b). Pe de alta parte,
fibrele iminate (Cigv) au
prezentat o eliberare progresiva
a ERY, similard cu cea a

Figura I1.17. Gradul de incércare a: ¢) 2H5SMB si d) ERY raportat
la masa fibrelor
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Figura I1.19. Cinetica de eliberare: a) 2HSMB si b) ERY in PBS )

timp de 24 de ore, 37 °C 2H5MB.  Aceasta  corelatie

sustine o influentd reciproca

intre antibiotic si 2H5SMB, contribuind la stabilizarea imbunatatita a substantei medicamentoase
in fibre.

I1.1.2.7. Evaluarea activitatii antioxidante

Activitatea antioxidanta a fibrelor a fost evaluata prin comparare cu cea a componentelor
individuale, la concentratii echivalente (Figura I11.21.). Dupd cum era anticipat, 2HSMB a
prezentat o capacitate mare de captare a radicalilor liberi, de aproximativ 90%. ERY a prezentat,
de asemenea, o usoara activitate, in jur de 20%, in concordanta cu structura sa chimica bogatd in
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grupiri hidroxil. incorporarea ERY, 2H5MB, precum si combinatia celor doud, a dus la o crestere
progresiva si semnificativa statistic a activitatii antioxidante, aceasta atingand valori cu pana la
40% peste cea a fibrelor martor (AA= 90%).

150

Activitate antioxidanti (%)

T

N v % S

O Ov o & @S O o &@3’ &@Q’
D

Ky
@@

Figura I1.21. Reprezentarea grafica a activitatii antioxidante a probelor testate fata de ERY si 2HSMB

I1.1.2.8. Evaluarea activitatii antimicrobiene

Sensibilitatea microorganismelor la nanofibrele formulate a fost evaluata atat in cazul
bacteriilor Gram-pozitive cat si al celor Gram-negative, pentru a determina potentialul fibrelor in
profilaxia infectiilor.

Tabelul I1.3. Diametrele zonelor de inhibitie (mm) ale probelor testate fata de tulpinile de referinta

Tulpina 8. aureus E. coli E. faecalis = K. pneumoniae
C1 13,00+0,99 = - - -

Cly 13,65+0,49 = - - -

Cle 32,25+1,34  18,8540,63 27,25+1,76 = 34,35+1,13
Clev 28,55+0,07 | 12,90+0,56 = 19,65+3,60 @ 28,85+1,06
C2 - - - -

C2y 14,95+1,34 - - 15,45+1,20
C2e 30,75+0,77  16,95+6,29 24,65+0,49 = 31,75+1,48
C2ev 28,95+1,20  14,10+£2,82 = 22,55+1,34  26,60+0,00
C3 - - - -

C3v 16,70+537 - - 16,65+2,89
C3e 33,60+0,28 = 19,85+1,48 25,90+0,42 31,60+0,14
C3gv 29,05+0,63 - 21,70+£2,82 | 30,45+0,07

Iminarea cu cantitati mici de 2HSMB a conferit fibrelor activitate antibacteriana fata de
K. pneumoniae, iar incapsularea ERY in nanofibre le-a inzestrat cu o activitate impotriva tuturor
tulpinilor bacteriene testate. Relevant este faptul ca fibrele care contin atat ERY cat si 2HSMB
(Ciev) au prezentat o activitate antibacteriand semnificativd, aproape similara cu cea a probelor
Cik (cu exceptia E. coli), in ciuda cantitatii considerabil reduse de ERY (Figura 11.24, Tabelul
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I1.3.). Un comportament interesant a fost observat in cazul E. faecalis, unde pe langa zona clara
de inhibitie a fost evidenta si o zona suplimentara, in care bacteriile au prezentat sensibilitate

intermediara.

Figura I1.24. Activitatea antibacteriana a probelor testate pe: a) S. aureus, d) K. pneumoniae
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Figura I1.25. Viabilitatea celulara a
fibroblastelor dermice umane normale
dupa 24 de ore de expunere la

nanofibre, comparativ cu celulele
netratate

I1.1.2.9. Evaluarea citotoxicitatii in vitro

Citotoxicitatea biomaterialelor a fost studiatad
folosind fibroblaste dermice umane normale (NHDF). Cu
exceptia probei Clv, toate materialele testate au indeplinit
criteriile ISO pentru biomateriale, confirmand potentialul
lor ridicat pentru aplicatii clinice (Figura 11.25.). O analiza
comparativd a compozitiei fibrelor §i a citotoxicitatii
acestora a aratat ca 2H5MB este componenta principald
asociata cu o viabilitate celulard redusa. Cu toate acestea, in
cazul probelor in care a fost incorporat atat izovanilina, cat
si ERY, nu a fost observata nicio scadere semnificativa
statistic a viabilitatii celulare in comparatie cu probele de
referinta sau cele fard vanilina. Aceste descoperiri sugereaza
ca asocierea dintre 2H5MB si ERY este una avantajoasa

I1.1.2.10. Evaluarea toxicitatii acute in vivo

Impactul fibrelor asupra organismelor complexe a fost evaluat prin monitorizarea
formulei leucocitare si a unei serii de parametri biochimici, dupd implantarea subcutanatd a
fibrelor intr-un model de rozétor, comparativ cu un grup de control pozitiv implantat cu bumbac
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(Cp) si un grup martor (C). Parametrii au fost evaluati in doud momente: momentul initial, inainte
de implantare, pentru a crea o linie de baza si 7 zile post-implantare. Implantarea fibrelor studiate
nu a indus nicio modificare a nivelurilor de ALT sau AST, indicand lipsa hepatotoxicitatii
componentelor fibrelor si produsilor lor de biodegradare (Figura 11.33.a,b).
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Figura 11.33. Reprezentare grafica comparativa a parametrilor sanguini si biochimici investigati, inainte si
dupa 7 zile de la implantare: a) alanin-aminotransferaza (ALT); b) aspartat-aminotransferaza (AST); ¢) uree;
d) creatinind; e) superoxid-dismutaza (SOD); f) malondialdehida (MDA)

Totusi, in timp ce bumbacul a determinat o usoara crestere a valorilor medii ale ureei,
fibrele au produs o usoard scadere, cu o diferentd semnificativd observatd pentru proba Clvy
comparativ cu grupul pozitiv (Figura 11.33.c). Acest lucru sugereaza ca izomerul vanilinei ar fi
putut favoriza regenerarea tisulard in detrimentul degradarii proteinelor, ducand la o reducere
ugoara a producerii de uree. Implantarea bumbacului a determinat o crestere accentuatd a
nivelurilor de MDA, in timp ce implantarea fibrelor a indus doar o usoara crestere, considerabil
redusa fatd de bumbac (Figura 11.33.1).
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I1.2. Lipozomi acoperiti cu oligomeri de chitosan ce incapsuleaza eritromicina
11.2.1. Introducere

Lipozomii sunt vezicule sferice formate dintr-un dublu strat fosfolipidic, capabile sa
incapsuleze atat medicamente hidrofobe, cét si hidrofile. in plus, formularea lipozomala poate si
reduca toxicitatea sistemicd, sd imbundtiteasca biodisponibilitatea si sd sporeascd absorbtia
celulara, avand potentialul de a depasi mecanismele de rezistenta microbiand [10]. Analizele in
silico si datele preclinice sugereaza ca lipozomii incércati cu eritromicin reprezinta una dintre
cele mai promitatoare formulari de macrolide pentru aplicatiile viitoare [11]. Modificarea
suprafetei lipozomilor cu polimeri biocompatibili reprezintd o strategie promititoare pentru
imbunatatirea performantei lor terapeutice. Natura cationicd a chitosanului i permite si
interactioneze electrostatic cu suprafata incarcata negativ a lipozomilor, imbunatatind stabilitatea
coloidala. in plus, oligomerii de chitosan (OCS), care au solubilitate crescuti in api, activitate
biologica imbunatatita si permeabilitate mucozald superioara comparativ cu chitosanul, prezinta
potentialul de a reduce riscul de agregare al lipozomilor [12]. Acoperirea cu chitosan nu doar ca
imbunatiteste mucoadezivitatea, dar poate modula de asemenea jonctiunile celulare stranse,
promovand transportul paracelular al medicamentului.

Prin urmare, prezentul studiu isi propune sa dezvolte o metodologie fiabila si
reproductibild pentru formularea de lipozomi incércati cu eritromicina acoperiti cu oligomeri de
chitosan, optimizata printr-o investigare sistematica a parametrilor de formulare.

11.2.2. Rezultate i discutii
11.2.2.2. Obtinerea si caracterizarea structurali a nanoparticulelor

Lipozomii incércati cu ERY si acoperiti cu oligomeri de chitosan (ECL) au fost preparati
utilizand o metoda optimizata de hidratare a filmului subtire urmata de extrudare, pentru a obtine
o eficientad de incapsulare ridicata si dimensiuni nanometrice cu distributie ingusta. Formarea op-
tima a filmului subtire a fost realizata prin dizolvarea fosfatidilcolinei (FC) si ERY in cloroform,
intr-un raport masic FC:ERY

Film lipidic
= 6:1. Filmul subtire a fost
hidratat utilizand solutie tam- G0 ore
. R £ Hidrata 35°C
pon fosfat salin (PBS, g e — PBS74  \ 21000 pm
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agitare magnetici | (port1hne
g . g T B h == I Solugle de o ot _35C
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o 13 5 lipozomali aelipd
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entru a asigura o trecere . .
P gt Figura IL1.39. Reprezentare schematica a procesului de preparare a

eficienta prin membrana. lipozomilor cu ERY acoperiti cu OCS
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Stabilitatea lipozomilor a fost imbunatatitd prin acoperire cu OCS prin procedeul
adaugarii in picaturd intr-o solutie de 0,5% oligomeri de chitosan. Pentru a facilita conversia
acestora intr-o pulbere uscata pentru depozitare prelungitd sau formuldri inhalatorii, acestia au
fost stabilizati cu sucrozi, cu rol crioprotector. inainte de liofilizare, lipozomii au fost supusi
dializei la 0 °C (sub temperatura de tranzitie a lipidului) pentru a elimina ERY neincapsulata,
mentinand in acelasi timp integritatea lipozomala [13]. Mediul de dializa a fost format din sucroza
in PBS, intr-o compozitie similard cu cea a probelor, in vederea asiguririi echilibrului osmotic si
prevenirea agregarii. O reprezentare schematica a obtinerii lipozomilor cu ERY acoperiti cu OCS
este redata mai sus (Figura I1.39.).

Spectrele FTIR ale probelor ECL au confirmat prezenta tuturor componentelor
individuale, in ciuda unui anumit grad de suprapunere spectrala. Analiza comparativa a spectrelor
a evidentiat benzile vibrationale caracteristice ERY, FC si OCS, confirmand reusita formularii
sistemului lipozomal (Figura 11.40.).

Spectroscopia 'H-RMN a fost utilizatd ca metodd complementard pentru confirmarea
prezentei componentelor individuale in formularea ECL, cu un accent deosebit pe verificarea
incapsularii ERY (Figura 11.40.). Semnalele distincte din intervalul 1,0-1,3 ppm au fost atribuite
grupdrilor metil atasate restului dimetilamind (N(CHs)2), confirméind astfel prezenta ERY in
sistemul lipozomal [6]. Mai mult, semnalul de la ~3,1 ppm, caracteristic protonului H2 din
oligomerii de chitosan, a fost de asemenea evidentiat in spectrele ECL, validand acoperirea reusita
a lipozomilor [14]. Astfel, rezultatele RMN, coroborate cu analiza FTIR, oferd dovezi calitative
pentru incapsularea reusita a ERY in formularea lipozomala si acoperirea acestora cu oligomeri
de chitosan, sugerand integritatea structurala si de compozitie a sistemului.

ECL ERY FC 0ocCs SucC

M MM 1800 1750 1700 1650
’J\/\JL W Sl

/

1715 cm'!

|2

12

/

L] v T v L]
1500 1000 500

900 850 800

v L v T
4000 3500 3000

Numir de undi (cm™)

a)

15



ECL

e

_ ECL - spike
4I\_,J r ERY
0ocCs
FC
sucC

b) 56 54 52 S50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06
f1 (ppm)

Figura 11.40. a) Spectre FTIR reprezentative ale lipozomilor studiati comparativ cu componentele
individuale; b) Spectre 'H-NMR ale lipozomilor studiati si ale componentelor individuale

I1.2.2.3. Caracterizare supramoleculari si morfologica

Profilul XRD al formularii ECL a evidentiat o banda largd cu un maxim situat la
aproximativ 20,7° 20 si un umar pronuntat in jurul 13,1° 20, asemanatoare difractogramei
sucrozei amorfe [15]. Aceastd observatie se aliniazd cu continutul ridicat de sucroza din
compozitia lipozomala, care poate trece in stare amorfa in timpul liofilizarii. Absenta reflexiilor
caracteristice ERY 1in difractograma ECL sugereazd ca medicamentul este dispersat la nivel
molecular in dublul strat lipidic, asemanator unei solutii solide [16].

—— ECL OCS —— ERY suc
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Figura 11.42. Difractograme XRD ale ECL si a componentelor; Figura 11.44. Imagini POM ale probei EL a)
la temperatura camerei, inainte de incélzire si b) la temperatura camerei dupa primul ciclu de incalzire/racire

O perspectiva valoroasa asupra stdrii lipozomilor a fost obtinuta prin observatiile POM
in timpul unui ciclu de incélzire/racire. Lipozomii acoperiti cu chitosan nu au prezentat modificari
vizibile la incalzire pana la 200 °C, indicand o stabilitate termicd ridicata. in mod contrar,
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lipozomii neacoperiti au inceput sa se topeascd in jurul temperaturii de 70 °C, temperatura de
topire a FC, formand un film amorf care a ramas neschimbat la incalzirea suplimentard pana la
200 °C si la racirea la temperatura camerei. Cu toate acestea, dupa 24 de ore, in acest film amorf
au aparut domenii birefringente, atribuite cristalizarii lente a eritromicinei care a migrat din
lipozomi in timpul procesului de topire a FC (Figura I1.44.). Acest comportament termic
evidentiaza, pe de o parte, stabilitatea termica Imbunatatita conferita de acoperirea cu chitosan,
in concordanta cu stabilitatea termica ridicata cunoscuta a chitosanului, iar pe de alta parte, sustine
rezultatele XRD care indica faptul cé eritromicina se afld intr-o stare amorfa in interiorul
lipozomilor.
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Figura 11.45. b) Imagini STEM si ¢) imagini AFM ale hpozomllor liofilizati ECL.

Imaginile STEM si AFM au confirmat prezenta de vezicule sferice caracteristice
lipozomilor (Figura 11.45.b). Diametrul mediu masurat de 97,72 + 21,09 nm se coreleaza bine cu
rezultatele DLS, consolidand ipoteza unei organizéri structurale compacte, facilitata de
interactiunile intermoleculare dintre ERY si FC. Un strat exterior a fost observat la lipozomii
acoperiti, dar a fost absent in probele EL, sustinand identificarea acestuia ca fiind acoperirea cu
OCS. in plus, lipozomii EL neacoperiti au prezentat semne clare de coalescents, confirméand astfel
efectul stabilizator al acoperirii cu OCS.

11.2.2.4. Dimensiune, potential zeta, eficienta de incapsulare si stabilitate

Masuratorile DLS au fost efectuate pentru a evalua formarea, distributia diametrului si
stabilitatea lipozomilor incércati cu ERY si acoperiti cu OCS, prin masurarea diametrului
hidrodinamic, indicelui de polidispersitate (PDI) si potentialului zeta (potential &)
(Figura I1.46.a,b,c). Inainte de acoperire, lipozomii prezentau o dimensiune de 95,14 £ 1,64 nm
si un potential-{ de -4,72 + 0,83 mV. Dupa acoperirea cu OCS, a fost observata o crestere usoara
a dimensiunii la 97,38 + 0,75 nm, precum si o schimbare semnificativa a potentialului-{ la
9,09 + 1,09 mV. Aceastd sarcind pozitiva de suprafatd confirmd adsorbtia chitosanului pe
suprafata lipozomilor, fapt ce ar trebui sa imbunatateasca stabilitatea coloidala prin prevenirea
agregarii. Valorile mai scazute ale PDI (<0,1) evidentiaza omogenitatea lor imbunatatita, cruciala
pentru asigurarea reproductibilitatii in aplicatiile farmaceutice. Lipozomii incarcati cu ERY (EL,
ECL) au prezentat o reducere statistic semnificativa a dimensiunii comparativ cu lipozomii simpli
(CL), sugerand o morfologie mai compacta (Figura 11.46.a), atribuitd cresterii curburii suprafetei
induse de interactiunile intermoleculare dintre lipid si ERY [17].
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Figura 11.46. Reprezentare comparativa a: a) dimensiunii particulelor, b) PDI si ¢) potentialului-C al
lipozomilor ECL fata de referintele EL si CL.
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Figura I1.47. a) Reprezentare comparativa a diametrului probei ECL determinat prin STEM si DLS; b)
Distributia diametrelor particulelor ECL conform STEM

Stabilitatea lipozomilor incarcati cu ERY si acoperiti cu OCS a fost evaluata pe o
perioada de doua luni, prin monitorizarea modificarilor dimensiunii particulelor si a PDI, la trei
temperaturi diferite: 5 °C, 25 °C si 50 °C. S-a observat ca diametrul lipozomilor a crescut in timp,
ajungand aproape sa se tripleze pentru cei depozitati la 50 °C. Interesant este cd temperatura
optimd pentru pastrarea formuldrilor lipozomale pare sa fie 25 °C, prezentdnd cea mai mica
crestere a dimensiunii pe parcursul a 6 saptamani (Figura 11.48.c).

— 25°C — 50°C = 5°C BN 25°C BN 50°C .
8 saptam ani
* * % * kK

B .. F” F‘
g - | £ F
°=3 x % ns
E = 0.6 F wxxx F‘
2 =
9
E
(=
0 T T T T T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Timp (saptiméani) Timp (sdptimaini)
a) b)

Figura I1.48. Dimensiunea, indicele de polidispersitate si imagini ale formularii lipozomale ECL depozitate
la diferite temperaturi pe o perioada de 8 saptamani
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In ciuda modificrilor observate, lipozomii incircati cu ERY si-au mentinut dimensiunea
in domeniul nanometric, spre deosebire de alte formulari raportate [4]. Acest lucru indicd o
stabilitate relativ buna a formularii optimizate, permitand stocarea suspensiei timp de cel putin
sase saptamani fara compromiterea caracteristicilor esentiale.

Eficienta de incapsulare a eritromicinei (%EE) a fost determinata cantitativ prin
spectroscopie UV-Vis, obtinandu-se o valoare de 62,88 + 2,19%. Aceasta valoare se incadreaza
in intervalul raportat in literaturd (23—87%), variatiile depinzand de compozitia lipidica, metoda
de preparare si prezenta altor ingrediente [4]. Desi in literatura au fost raportate si valori ale %EE
mai mari, acestea sunt de obicei asociate cu dimensiuni ale lipozomilor care depasesc 200nm,
spre deosebire de cei dezvoltati in acest studiu, care au dimensiuni de 100nm.

in ceea ce priveste eliberarea substantei medicamentoase, pulberea de ERY a fost
eliberatd in mai putin de trei ore in mediu PBS, in timp ce eliberarea din lipozomi a fost
progresiva, ajungand la aproximativ 75% in primele zece ore. Prezenta lizozimei si a lipazei a
accelerat usor eliberarea (77% vs. 70%) (Figura 11.49.).

100

®
>
1

80 1

\h

Procent de eliberare cumulat (%)
-
]

[=2)
=
1

60 -

———— -y

40

ERY PBS
—v— ERY PBS + enzime
—eo— ECL PBS
—=a— ECL PBS + enzime

ERY PBS
—v— ERY PBS + enzime
—e— ECL PBS

—=— ECL PBS + enzime

[
=)
1

Procent de eliberare cumulat (%)

0F . . . ; 0 —_——— e ————
0 10 20 30 40 50 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Timp (ore) Timp (ore)
a) b)

Figura I1.49. Cinetica de eliberare a ERY din ECL comparativ cu ERY liber, atat in PBS, cat si in PBS cu
enzimele lizozima si lipaza, pe o perioada de a) 48 si b) 8 ore.

Cinetica de eliberare a ERY din lipozomi si a ERY sub forma pulbere a fost analizata prin
fitarea pe cinci modele cinetice cunoscute, cel mai adecvat fiind ales pe baza coeficientului de
corelatie. Pentru lipozomi, cele mai bune potriviri au fost cu modelul Hixson—Crowell, sugerand
un mecanism influentat de eroziunea matricei, si modelul Higuchi, indicand o eliberare
controlata prin difuzie. Astfel, eliberarea ERY din lipozomi este guvernatd de o combinatie intre
difuzie si eroziune, indicand o eliberare sustinutd si controlatd, mai ales in prezenta enzimelor
care degradeazi matricea. In cazul ERY pulbere, valorile R? au fost semnificativ mai mici in toate
modelele, cea mai buna potrivire fiind cu modelul Higuchi, sugerand ca difuzia este mecanismul
principal de eliberare, aceasta fiind mai putin controlatd si mai rapida (“burst release”)
comparativ cu formuldrile lipozomale.
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I1.2.2.5. Proprietiti biologice: mucoadezivitate, activitate antioxidanta, activitate
antibacteriana, biocompatibilitate in vitro

Evaluarea mucoadezivitatii prin monitorizarea modificarilor de transparenta la contactul
cu mucina a aratat ca suspensiile lipozomale erau initial transparente (T%=40—65%), in timp ce
suspensia de mucina era opaca (T%~18%) din cauza auto-asocierii macromoleculor de mucina,

80 formand arhitecturi de tip gel (Figura I1.50.).
S La amestecarea suspensiilor lipozomale cu cea de
)?-« 60 mucind, transparenta a scdzut semnificativ; formularile
g” e acoperite cu OCS au devenit extrem de opace (pana la 3%
‘E 407 transmitantd), confirmand contributia chitosanului la
§ 204 cresterea turbiditatii. Scaderea brusca a transparentei este
= atribuitd agregarii cu mucina, mediata de interactiuni fizice
0- (legaturi de hidrogen cu lipozomii) sau, in cazul
{)‘;‘b Q’\)é,\g) C»V&b & hpozo_m.llor_ neaco.perl.p .(I?L).’ de . 1£1teracglyglle dintre
§\o @\» @\» ® @\@ fosfatidilcolina zwitterionica si mucina. Turbiditatea mult
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© se datoreaza capacitatii ridicate a chitosanului de a forma

Figura  IL.50.  Transmitanta

suspensiilor de mucina i lipozomi legaturi de hidrogen cu macromol.ecul.ele de muciflé.

Aceste rezultate demonstreaza proprietatile mucoadezive
excelente ale lipozomilor acoperiti, sugerand un timp lung de contact cu mucoasele si o eliberare
prelungita a eritromicinei.

Activitatea antioxidanta a fost evaluata prin testul DPPH (Figura 11.51.), testdndu-se si
activitatea componentelor individuale. OCS au demonstrat cea mai puternica activitate, cu o rata
de captare a radicalilor de 80%, urmata de FC cu aprox. 30%, datorita restului de colind. ERY
simpld a avut o activitate moderata (aprox. 20%), explicatd prin gruparile sale hidroxil donatoare
de electroni.
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Figura I1.51. a) Reprezentare grafica a activitdtii antioxidante a probelor testate comparativ cu
ERY, FC si OCS; b) Imagine a probei ECL inainte (stdnga) si dupa (dreapta) incubarea cu DPPH (*p< 0,05;

**p<0,01; ¥**¥*p<0,001; ****p<0,0001) (pe axa OX, numerele in crestere indica dilutia: 1=1/0; 2=1/2; 3=1/4;
4=1/7; 5=1/15).

b)

20



Formularea ECL a prezentat un raspuns antioxidant dependent de concentratie, atingand
o valoarea de aprox. 80% de captare a radicalilor (suspensia nediluatd). Activitatea a scazut
progresiv la dilutii succesive (pana la aprox. 15% la dilutia 1:15), dar nu proportional. Acest lucru
este atribuit interactiunilor intermoleculare slabe (legaturi de hidrogen si forte electrostatice) in
solutiile diluate, care cresc disponibilitatea gruparilor functionale active.

Analiza comparativd a demonstrat rolul dominant al chitosanului in proprietatile
antioxidante. Lipozomii acoperiti simpli (CL) au avut o activitate de captare semnificativ mai
mare fatd de cei neacoperiti incarcati (EL). Cu toate acestea, formuldrile bicomponente (CL si
EL) au prezentat o activitate mult redusa fata de formularea tricomponenta ECL, subliniind un
efect de cumulare prin integrarea celor trei componente. Astfel, se poate spune ca lipozomii ECL
poseda o capacitate semnificativa de legare a radicalilor liberi, caracteristicd avantajoasa in
aplicatiile terapeutice pentru reducerea stresului oxidativ si a inflamatiei, combaterea infectiilor
si protejarea celulelor, in special in tesuturile sensibile sau inflamate [18].

Activitatea antibacteriana a fost evaluatd prin testul Kirby-Bauer si prin metoda
numardrii celulelor viabile, folosind tulpini Gram-pozitive (E. faecalis) si Gram-negative
(K. pneumoniae). In testul Kirby-Bauer (Figura I1.52.), atat eritromicina pura, cat si lipozomii au
ardtat o eficientd asemanatoare impotriva ambelor tulpini. Tulpina Gram-pozitiva, E. faecalis, a
fost mai sensibila (zona de inhibitie aprox. 22 mm) decat K. pneumoniae (aprox 15 mm).

Figura I1.52. Activitatea antibacteriana (test de difuzie pe disc) a probelor testate impotriva: a) E. faecalis si
b) K. pneumoniae

Testele cinetice au oferit o perspectiva mai detaliatd asupra eficientei antibacteriene,
evidentiind diferente clare in functie de tulpina bacteriand, spre deosebire de testul
de difuzie. Pentru tulpina Gram-pozitiva, E. faecalis (Figura 11.53.a,c), formularea lipozomala
(ECL) a aratat un raspuns antibacterian semnificativ mai rapid si mai puternic: viabilitatea a fost
redusd la 2% in 4 ore si la 0,6% in 6 ore. Prin comparatie, eritromicina martor a redus viabilitatea
la doar 42% dupi 6 ore. In cazul tulpinii Gram-negative, K. pneumoniae (Figurile I1.55.b,d), atat
ERY martor, cat si ECL au demonstrat o activitate similara in primele 6 ore, reducénd viabilitatea
bacteriana la aproximativ 45%. Performanta superioara a ECL impotriva E. faecalis sugereaza ca
lipozomii faciliteazd o interactiune mai eficientd cu membrana bacteriand (sau translocarea
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acesteia), posibil datoritd absentei membranei externe la bacteriile Gram-pozitive. Acest lucru
permite o distributie intracelulara imbunatatita a ERY, atingdnd concentratii locale mai mari de
antibiotic [19].
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Figura I1.53. Inhibarea cresterii microbiene: (a), (¢) E. faecalis; (b), (d) K. pneumoniae, exprimata ca procent
din coloniile bacteriene viabile in functie de timpul de incubare (6 ore) (C: control).

Citotoxicitatea lipozomilor a fost evaluatd pe fibroblaste gingivale umane normale
(NHGF) pentru a asigura biocompatibilitatea necesara aplicatiilor in vivo (Figura 11.54.). in
intervalul de concentratii testat (10-60 pg/mL), eritromicina martor si formularile lipozomale nu
au prezentat efecte citotoxice, indeplinind criteriile de biocompatibilitate ISO 10993-5:2009.
ERY martor a mentinut o viabilitate celulard de 100%, in concordanta cu studiile anterioare.

Lipozomii acoperiti, dar fara
eritromicina (CL), au demonstrat un
efect dependent de doza, cu o
scadere a viabilitatii celulare pana la
85% la cea mai mare concentratie.
Acest comportament se aliniazd cu
datele din literatura, unde chitosanul
(cu grupdrile sale amino protonate)
poate avea efecte citotoxice
dependente de gradul de deacetilare
si de metoda. Este interesant faptul
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sugerand ca prezenta ERY poate Figura II.54. Viabilitatea celulara dupa 24 de ore de

contribui  la  citocompatibilitatea expunere la formularea lipozomald, comparativ cu celulele
generala a sistemului lipozomal. netratate.
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CAPITOLUL III
Formulari pentru eliberarea controlata a norfloxacinei

II1.1. Nanofibre binare de chitosan/chitosan cuaternizat functionalizate cu acid 2-
formilfenilboronic ce incapsuleaza norfloxacina

11.1.1. Introducere

Pielea este un organ frecvent expus la afectiuni, arsurile fiind unele dintre leziunile care
necesitd tratament special din cauza vindecdrii lente, riscului de infectie si a stresului oxidativ
indus de speciile reactive de oxigen (ROS). Pansamentele ideale trebuie s asigure controlul
umiditatii, activitate antimicrobiand, biocompatibilitate si usurintd in manipulare. Nanofibrele
s-au dovedit a fi astfel solutii excelente. Chitosanul (CS) este preferat pentru vindecarea ranilor
datorité proprietatilor sale non-toxice, mucoadezive, antioxidante si antimicrobiene; mecanismul
sdu implica stimularea coagularii, accelerarea inflamatiei si refacerea matricei extracelulare
(ECM). Trimetilchitosanul (TMC), un derivat cuaternizat hidrosolubil, oferd performante
superioare, desi electrofilarea sa necesitd agenti de co-filare precum PEO, a carui eliminare
creeazd o morfologie mezoporoasd. Nanofibrele sunt ideale pentru incapsularea de substante
active, cum ar fi antibioticele cu spectru larg, precum norfloxacina (NFX). Acidul 2-
formilfenilboronic (A), care prezintd activitate antifungicd, favorizeazd totodatd proliferarea
celulara si vindecarea. Pe baza datelor de literatura care valideaza combinarea chitosanului cu
chitosanul cuaternizat si 1Incapsularea norfloxacinei urmatd de iminarea cu acid
2-formilfenilboronic, s-a emis ipoteza ca prin aceste strategii se pot obtine pansamente cu
proprietati mecanice si terapeutice adecvate, capabile sa retind umiditatea. Biomaterialele
obtinute au fost complet caracterizate pentru a valida aceastd ipoteza, inclusiv prin evaluarea
in vivo a biocompatibilitatii.

1I1.1.2. Rezultate si discutii
I11.1.2.1. Preparare, caracterizare structurala si termica

Studiile anterioare au confirmat posibilitatea obtinerii de nanofibre pure de CS/TMC,
folosind PEO ca agent de co-filare [2]. Raporml optim CS/TMC de 7/ 1 a fost selectat pentru acest

— pentru a obtine formuldri care

o = 5 incorporeaza norfloxacind si acid

> A . 2-formilfenilboronic, o aldehida cu

st activitate antifungicd, destinate

1, %@\ CTNA CTA pansamentelor  pentru  arsuri
CONIN .

’ severe. Protocolul de obtinere a
Chitosan custemnizat (T) - : . . . .

A g ~g,;gugvfgl s Yy = REE implicat trei etape (Schema.lll.l.).

olicten ox0) PEO) o : (i) electrofilarea amestecului ternar

Schema TIII.1. Reprezentare schematici a etapelor de preparare CS/TMC/PEO (in raport 7/1/2) si

utilizate pentru obtinerea nanofibrelor compozite cu NFX spalarea ulterioara a agentului de
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co-filare, (ii) incapsularea NFX si (7ii) iminarea suprafetei nanofibrelor cu A. Au fost preparate si
formulari de control (doar cu NFX sau doar iminate) pentru a evalua influenta fiecarui component.

Spectrele RMN (Figura I1I.1.a) si FTIR au confirmat prezenta tuturor componentelor in
nanofibre. RMN-ul a evidentiat semnalele caracteristice pentru chitosan si chitosan cuaternizat
(3-5,4 ppm). Incapsularea NFX a fost confirmati prin prezenta semnalului de la 8,8 ppm,
corespunzator unui proton din ciclul chinolonei [20], deplasarea usoara a semnalului NFX
sugerand formarea unei retele de legaturi de hidrogen cu polimerii. Desi semnalul iminei a fost
absent din cauza mediului acid [21], protonul aldehidei a fost observat ca un singlet intens la 9,85
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Figura II1.1. Caracterizarea structurald a nanofibrelor utiliznd a) spectroscopia '"H-RMN si b) FTIR, care a
confirmat prezenta tuturor componentelor si formarea legaturilor de tip imind; Caracterizarea termica prin c)
DTG, care au confirmat eliminarea completa a PEO din fibre.
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Spectroscopia FTIR a confirmat incapsularea NFX, prin banda de la 1608 cm™! (vibratia
unitatii amino piperazinice) [22], si prezenta monoaldehidei, prin vibratia de indoire Bor-Oxigen
de la 842 cm!. Reactia de iminare a fost confirmata prin aparitia benzii de vibratie la 1627 cm’!
si prin scaderea intensitatii benzii N-H a gruparilor amino (Figura III.1.b, insertie) [2]. Absenta
vibratiei grupdrii carbonil la 1730 cm™! implicd un consum total al aldehidei si o reactie completa.
Deplasarea benzilor in domeniul 3000-3700 c¢m™! indicad o rearanjare a retelei de legaturi de
hidrogen in fibrele compozite.

I11.1.2.3. Proprietiti mecanice, de umflare, antioxidante si adezivitate

Proprietitile mecanice ale nanofibrelor sunt un factor esential pentru pansamente.
Modulul elastic al fibrelor compozite a crescut semnificativ statistic (p<0,05) fatd de fibrele
martor CT (Figura III.3.a), atingand pana la 1250 MPa, indicand o rezistentd buna la deformare,
benefica pentru manipulare si aplicare. Toate biomaterialele au prezentat proprietati mecanice
superioare pansamentelor traditionale si altor biomateriale pe bazd de chitosan raportate in
literatura [23,24]. Modificarea fibrelor binare CT a imbunatatit suplimentar rezistenta la stres
(Figura 1V.24.), probabil datoritd tratamentului cu etanol, care a dus la o morfologie mai
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Figura II1.3. a) Valorile modulului lui Young (MPa) ale nanofibrelor investigate (ns - p>0,05, * - p < 0,05,
** . p<0,01, ¥* - p<0,001), b) Izotermele de sorbtie a vaporilor de apa si ¢) Gradul masic de umflare la
echilibru (g/g) a fibrelor investigate in PBS pH 7,4 pe parcursul a 240 de minute.
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Analiza DVS a indicat prezenta porilor intrafibrilari prin izotermele de sorbtie — desorbtie,
caracteristice materialelor mezoporoase (pseudo-tip II cu bucla de histerezis de tip H3) [25].
Bucla de histerezis H3, specifica porilor de tip "sticla cu gat", explica de ce cantitatea de apa
adsorbita este mare si eliberarea este lenta. Cresterea treptata initiald a adsorbtiei vaporilor de apa
indicd fizisorbtie, in timp ce cresterea abruptd ulterioard sugereazd condensarea in pori.
Dimensiunea porilor intrafibrilari a fost de aprox. 3 nm pentru toate probele. Cantitatea maxima
de apa adsorbita a scazut de la aprox. 38% pentru CT la 23% pentru CTNA, din cauza reducerii
grupdrilor hidroxil libere ale chitosanului, care sunt implicate in legaturi intermoleculare cu
antibioticul si aldehida [25].

Deoarece ranile, in special arsurile, produc exsudat abundent, capacitatea de umflare a
fost investigatd in PBS 7,4. Fibrele au demonstrat o capacitate mare de retentie a lichidelor in
primele 5 minute, atingdnd un grad masic de umflare la echilibru (MES) de pana la 10 g/g
(Figura IIL.3.c). Capacitatea de umflare a nanofibrelor a fost bine pastrata in timp, chiar si in pH
alcalin, prezentand doar variatii ugoare, ceea ce este In concordantd cu natura solubild a
chitosanului cuaternizat. Dupa o ord, toate probele au atins un platou, cu valori ale gradului masic
de umflare la echilibru mai mari de 6, confirmand capacitatea lor ridicatd de retentie a umiditatii
pe termen lung. Per ansamblu, capacitatea de umflare a fost similard pentru toate formularile,
indiferent de compozitia lor, cu valori MES comparabile cu cele ale bandajelor comerciale pentru
rani [8].

Activitatea antioxidanta a formularilor (Figura I11.4.a) a variat in functie de compozitie.
Fibrele martor CT au avut o eficientd de captare a radicalilor de aprox. 63%. Activitatea a scazut
la 56% pentru fibrele care contineau fie doar NFX, fie doar aldehidd, din cauza implicarii
grupdrilor hidroxil si amino ale chitosanului in interactiuni intermoleculare cu NFX sau A,
reducand disponibilitatea lor pentru captarea radicalilor.
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Figura II1.4. a) Activitatea antioxidanta (%) a nanofibrelor evaluata prin metoda de captare DPPH (ns -
p>0,05, * -p<0,05, ** -p<0,01, *** - p<0,001) si b) Forta adeziva (N) necesara pentru a detasa nanofibrele
de pe pielea de pui utilizata ca tesut model (ns - p>0,05).

In mod surprinzitor, fibrele compozite ce contin ambele substante (CTNA) au prezentat
rezultate superioare, atingand aproape 70% activitate antioxidanta, sugerand un efect sinergic al
componentelor, inclusiv activitatea antioxidantd intrinseca a derivatilor de chinolona. Aceasta
imbunatatire se poate datora unor interactiuni intermoleculare puternice (posibile legaturi dative
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intre NFX si atomul de bor al A) care expun gruparile active din chitosan, NFX si A,
permitandu-le sa actioneze ca inhibitori de radicali.

in ceea ce priveste bioadezivitatea, forta necesard pentru a indeparta nanofibrele de pe
un tesut model, aceasta a fost similard pentru toate probele, avand o valoare in jur de 0,9 N
(Figura II1.4.b). Aceasta fortd asigura o buna aderenta la rana, minimizdnd miscarea si mentinand
integritatea tesutului, fiind comparabild cu cea raportata pentru alte biomateriale pe baza de
chitosan [26].

I11.1.2.4. Biodegradarea si cinetica de eliberare

Biodegradarea nanofibrelor a fost studiata timp de 21 de zile in medii cu lizozima (enzima
prezenta in exsudatul plagilor) la diferite pH-uri, in conformitate cu evolutia pH-ului in timpul
vindecirii (7,4 pentru procesul normal, pana la 10 in cazul infectiei) [27].

. m14 M55 Ho 10 * pH74= pH85+ pHY = pH 10
100+ -
ns —1— i
50 — %
80 -
401
60

w
<

o |

20

Pierderea de masa (%)
N~
>

-
i

Eliberarea cumulata de norfloxacini (%)
=}

7151421 1 51421 1 51421 1 51421

Timp (zile) Timp (ore)

Figura IIL5. (stinga) Reprezentare grafica a pierderii de masa (%) a nanofibrelor la 1, 5, 14 si 21 de zile, in
4 medii de lizozima preparate in diferite solutii tampon de pH (7,4, 8,5, 9 si 10) pentru proba: d) CTNA.

Figura II1.6. (dreapta) Evaluarea cineticii de eliberare in vitro a NFX din probele de nanofibre b) CTNA, pe
parcursul a 5 ore.

Indiferent de compozitie, biodegradarea a evoluat progresiv pe parcursul celor 21 de
zile. Pentru fibrele martor CT, degradarea a atins ~40%, cu cea mai mare pierdere de masd la
pH=10, deoarece activitatea enzimei este superioara in mediul bazic [28]. Rata biodegradarii a
crescut prin incapsularea NFX, in concordanta cu solubilitatea crescutd a antibioticului in medii
alcaline [29]. Prezenta aldehidei a determinat o pierdere de masa mai mare la pH=9 si 10. Fibrele
compozite CTNA s-au degradat pana la 40%, fiind influentate de pH doar in prima zi
(Figura II1.5.d). S-a observat ca probele s-au dezintegrat complet in medii cu pH acid (pH=5,5),
specific dermului normal, confirmand faptul cé fibrele sunt bioresorbabile pe parcursul etapelor
de vindecare.

Viteza de eliberare a NFX a fost evaluatd in vitro in medii care mimeaza exsudatul
plagilor (Figura II1.6.). S-a constatat cd antibioticul a fost eliberat progresiv in decursul a 5 ore,
fara diferente semnificative intre probele iminate si cele neiminate. Mai mult, pH-ul nu a
influentat semnificativ modelul de eliberare, asigurand eliberarea medicamentului la locul plagii,
indiferent de evolutia vindecarii. Desi eliberarea este relativ rapida, prezenta NFX in primele ore
este esentiald 1n profilaxia infectiilor.
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Biocompatibilitatea nanofibrelor a fost evaluata in vitro pe celule NHGF, conform
standardului ISO 10999, care 4 o viabilitate relativa a celulelor de peste 70% pentru ca un material
sa fie considerat citocompatibil. Toate nanofibrele investigate au indeplinit acest standard (Figura
1L7.).
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Figura I11.7. Evaluarea biocompatibilitatii in vitro pe linia celulara NHGF, in conformitate cu ISO10993

Viabilitatea relativi a fost de 84% pentru fibrele binare CT si a scazut usor la 79% dupa
incapsularea NFX, indicand un efect negativ minor al antibioticului. in contrast, iminarea cu
monoaldehidda a crescut viabilitatea la 95%. Fibrele compozite CTNA au atins o valoare
intermediard de 88%. Astfel, datele confirmd faptul cad toate biomaterialele studiate sunt
citocompatibile si pot fi utilizate in sigurantd in contact cu fibroblastele.

Riscul de infectie microbiana este o provocare majora in vindecarea ranilor, motiv pentru
care activitatea antimicrobiani a pansamentelor este importantd. Nanofibrele studiate au
demonstrat o activitate antibacteriand puternica impotriva bacteriilor Gram-negative si Gram-
pozitive, precum si activitate antifungica impotriva C. glabrata (Figura I1L.8.). Fibrele CT au fost
eficiente, in special impotriva E. coli (zona de inhibitie de 36 mm) si S. aureus (28 mm), datorita
capacitatii chitosanului cuaternizat de a perturba membrana celulard bacteriana. Asa cum era de
asteptat, prezenta antibioticului in fibrele CTN si CTNA a crescut semnificativ activitatea
antibacteriana, atingdnd zone de inhibitie de 40 mm impotriva E. coli.

Desi prezenta acidului 2-formilfenilboronic a condus la o usoard scadere a activitatii
antibacteriene, aceasta a conferit fibrelor activitate antifungica. Mecanismul antifungic al acestei
aldehide este atribuit inhibarii enzimei leucil-ARNt sintetaza (LeuRS), esentiala pentru sinteza
proteinelor fungice [30].
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Figura IIL.8. Imagini reprezentative ale zonelor de inhibitie generate de nanofibrele investigate
impotriva a) S. aureus, b) E. coli si ¢) C. glabrata.

Un aspect important de mentionat este cd activitatea antimicrobiand a fibrelor s-a
conservat in timp, rezultatele testului de difuzie pe disc fiind comparabile intre probele proaspat
preparate si cele vechi de 1,5 ani, indicand o duratd de valabilitate extinsa.

I11.1.2.6. Evaluarea toxicitatii acute in vivo

Evaluarea biocompatibilitatii in vivo a nanofibrelor implantate subcutanat la sobolani nu
a aratat modificari semnificative ale parametrilor hematologici, biochimici sau imunologici fata
de grupul de control, indicand un raspuns inflamator minim sau inexistent si o interactiune
pozitiva cu tesuturile gazda. Profilul biochimic stabil, confirmat de activitatea nemodificatd a
GPT, GOT, LDH (Figura II1.9.c), ureei si creatininei (Figura I111.9.d), sustine compatibilitatea
sistemica, demonstrand ca functiile hepatica si renala nu au fost afectate. Parametrii imunologici
consecventi, inclusiv activitatea complementului seric si capacitatea de fagocitoza a PMN
(Figura I11.9.¢), sugereaza cd nanofibrele nu induc raspunsuri imune semnificative.

Pe parcursul celor 7 zile de studiu, nu au existat modificari semnificative statistic ale
greutdtii corporale si nici semne de suferintd sau comportament anormal, indicand absenta
toxicitatii sistemice. Aportul de alimente si apa a ramas constant. La disectia locului implantului
dupa 7 zile, nu a fost observat material rezidual sau tesut de granulatie, sugerand degradarea sau
integrarea fara a declansa fibroza sau incapsulare fibrotica. Datele hematologice, inclusiv numarul
de hematii, Hb si Ht (Figura II1.9.a, Figura IV.28.a), precum si valorile formulei leucocitare
(Figura II1.9.b, Figura IV.28.b), nu au prezentat diferente notabile. Faptul cad nu au existat
modificari semnificative in nivelul PMN, care sunt cruciale in profilaxia infectiilor, sugereaza un
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control eficient al infectiei, in concordantad cu proprietatile antimicrobiene ale fibrelor, indicand
totodatd potentialul fibrelor pe baza de chitosan cuaternizat de a modula raspunsul imun.

In concluzie, nanofibrele studiate au demonstrat o buni biocompatibilitate in vivo, fara a
provoca modificari semnificative ale parametrilor hematologici, biochimici sau imunologici,
confirmand absenta reactiilor inflamatorii sau toxice si un potential promitator pentru aplicatii
terapeutice in vindecarea ranilor sau administrarea controlatd a medicamentelor.
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Figura II1.9. Investigarea parametrilor hematologici la 24 de ore dupa implantare: a) hemoglobina (Hb),
hematocrit (Ht) si hematii (RBC), b) procent de neutrofile polimorfonucleare (PMN), limfocite (Ly) si
bazofile (B), ¢) uree si creatinind, d) transaminaza glutam-piruvica (GPT) transaminaza glutam-oxaloacetica
(GOT), lactat dehidrogenaza (LDH) si e) activitatea complementului (CH50) si activitatea fagocitara a
PMN-urilor (NBT%).
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CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat intitulata ,,Formulari pe baza de chitosan pentru eliberare controlata
de antibiotice” contine 206 pagini impartite in patru capitole, fiind incluse 5 scheme, 100 de
figuri, 36 de tabele si 406 referinte bibliografice. Teza este alcatuita din doud parti: Partea I
(Capitolul I) care contine un studiu de literatura si Partea a-II-a (Capitolele II-IV) care este format
din contributiile proprii si se incheie cu concluziile generale.

Partea I a lucrarii reuneste o sinteza a datelor din literatura de specialitate care subliniaza
relevanta temei investigate. Sunt prezentate cele mai semnificative informatii privind formularile
moderne pe baza de chitosan si derivatii sai, utilizate pentru eliberarea controlata a antibioticelor,
cu un accent deosebit pe eritromicina si norfloxacind. De asemenea, sunt evidentiate limitérile
actuale si dezavantajele asociate terapiei conventionale cu aceste doud substante active, precum
si profilul lor farmaceutic din prisma relatiei structura chimica-activitate, mecanismului de
actiune, indicatiilor terapeutice, posologiei si proprietatilor farmacocinetice.

Partea a-1I-a descrie rezultatele originale obtinute in cadrul stagiului doctoral, acestea
fiind in deplind concordanta cu obiectivele propuse, dupa cum urmeaza:

¥  Obtinerea, caracterizarea si investigarea proprietatilor nanofibrelor binare pe baza de
chitosan/HTCC ce incapsuleaza eritromicind si sunt iminate cu o aldehida izomer de
vanilina cu activitate antioxidanta;

¥ Obtinerea si caracterizarea de nanoparticule lipozomale ce incapsuleaza eritromicina si
sunt acoperite cu oligomeri de chitosan;

¥  Obtinerea si caracterizarea de nanofibre binare pe bazd de chitosan/TMC ce contin
norfloxacina si sunt iminate la suprafatd cu o monoaldehida antifungica.

in urma realizirii acestor studii, pot fi enuntate urmitoarele concluzii generale:

1. A fost obtinuta si caracterizatd o serie de 6 nanofibre binare pe baza de chitosan/HTCC in

diferite rapoarte de masa, simple sau sigilate cu 2H5SMB, urmarindu-se validarea tehnicii de
iminare. In acest sens, s-au realizat urmitoarele:
% Au fost obtinute netesute prin electrofilarea unui amestec ternar de CS/HTCC/PEO,
utilizdnd diverse rapoarte de masa intre CS/HTCC si pastrand constantd cantitatea de
PEO, acesta din urma avand rol de agent de co-filare si matrice de sacrificiu, fiind
indepartat integral din material.

% Functionalizarea (iminarea) fibrelor a fost realizatd cu o aldehida, izomer de vanilina (2-
hidroxi-Smetoxi-benzaldehida: 2HSMB), prin pulverizarea unei solutii ale acesteia pe
ambele fete ale nanofibrelor, urmata de uscarea intr-un spatiu inchis pentru a permite
reactia completa.

« Reactia de iminare a fost confirmatad prin spectroscopie FTIR si RMN, aceste metode
demonstrand legarea covalenta a 2HSMB de chitosan si de chitosanul cuaternizat, prin
formarea legaturii reversibile imina.

¢+ Microscopia SEM a dezvaluit formarea de fibre netede, lipsite de defecte, cu un diametru
mediu de aproximativ 118 nm inainte de iminare si 136 nm dupa iminare.

¢+ Microscopia POM a aratat o usoara birefringenta a fibrelor, sugerand o ordonare cristalina
a macromoleculelor in cadrul procesului de electrofilare.

.

< Cuantificarea 2H5MB din fibre prin spectroscopie UV-Vis a relevat grade variabile de
retinere a aldehidei, de 1a 2,72% la 7,36 %, in functie de proba.
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Cinetica de eliberare a aldehidei a indicat o eliberare de la 4,14% la 12,09% in primele
15 minute, urmatd de o eliberare progresiva in primele 8 ore de pana la 81,58%,
atingandu-se un platou dupa 48 de ore.

A fost obtinuta si caracterizata o serie de 12 nanofibre binare pe baza de chitosan/HTCC in
diferite rapoarte de masa, (i) simple, (i7) functionalizate la suprafata cu 2HSMB, (iii) ce
incapsuleaza eritromicina si (7v) ce contin atat 2HSMB cat si ERY.
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Prepararea si sigilarea netesutelor a fost realizatd in mod similar cu metodele descrise la
punctul anterior, cu diferenta ca fibrele au fost obtinute prin tehnica electrofilarii fara ac.
in plus, ERY a fost incorporata prin imersarea intr-o solutie etanolici saturati a acesteia.
Utilizand spectroscopia FTIR si RMN, si analiza termogravimetrica ATG, s-a demonstrat
prezenta tuturor componentelor in fibre, succesul conversiei gruparilor amino in grupari
imina si indepartarea completd a PEO.

Cuantificarea procentului de 2H5MB legata chimic de CS a fost aproximativ 3% din masa
totald a fibrelor, indicand totodati o omogenitate a reactiei la suprafati. In schimb,
determinarea cantitativd a ERY prin metoda UV-Vis a indicat un procent mare de ERY
in probele incarcate simple, in jur de 7%, si o cantitate redusa in probele incércate si
sigilate, in jur de 1%.

Difractogramele XRD impreund cu microscopia SEM si POM au indicat ca s-a obtinut o
retea tridimensionald de fibre, formand o netesutd cu pori interfibrilari neregulati de
aproximativ 1 pm si diametrul mediu sub 150 nm, in care componentele au fost integrate
cu succes si cu o texturd birefringentd ce denotd starea semicristalind a formularilor
obtinute.

Experimentele de sorbtie dinamica a vaporilor de apa (DVS) au aratat ca toate probele de
fibre detin o capacitate semnificativa de a retine apa, variind de la 37% la 130%, probele
functionalizate prezentand o sorbtie crescuta fatd de probele simple cu ERY. Metoda a
permis calculul diametrului porilor intra-fibrilari rezultati prin indepartarea PEO-ului,
incadrandu-se in intervalul 2,7 — 4,2 nm. Capacitatea ridicatd de absorbtie a apei
determinata din metoda DVS a fost confirmata de valorile maxime ale MES de 34,91 g/g
in apa si 16,89 g/g in PBS, valori reprezentative pentru pansamentele destinate tratarii
ranilor cu grad ridicat de exsudare.

Degradarea enzimatica a urmat o tendintd comparabild cu cea a procesului de umflare,
inregistrandu-se o pierdere de masa de pana la 40% in cazul fibrelor cu cel mai ridicat
continut de HTCC.

Investigarea proprietatilor adezive a condus la confirmarea caracterului mucoadeziv,
influentat in principal de continutul de HTCC, determinandu-se totodata forta adeziva a
probelor, care a fost moderata (de la 0,5 la 2 N), concluzionand cé acestea prezinta o
aderenta potrivita aplicarii pe mucoase.

Eliberarea controlata a agentilor bioactivi din nanofibre a evidentiat o influenta reciproca
intre ERY si 2H5MB, conducénd la o stabilizare imbunatatita si o eliberare progresiva,
prezentand o eliberare in prima ord a 2H5MB cuprinsa intre ~13 — 16% si a ERY de ~18
— 30%, fatd de ~18 — 21% si respectiv ~58 — 96% in fibrele simple functionalizate sau
care Incorporeazd medicament.
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Incorporarea ERY, 2H5MB, sau a combinatiei lor, a determinat o crestere progresiva si
semnificativa statistic a activitatii antioxidante, atingand valori cu pana la 40% peste cea
a fibrelor martor (AA= 90%).

Nanofibrele formulate au prezentat activitate antimicrobiand eficienta impotriva mai
multor tulpini, chiar si la concentratii reduse de antibiotic (diametrul zonei de inhibitie al
Cigv fatd de S. aureus = 29,05 mm), evidentiind potentialul lor in prevenirea infectiilor.
Biomaterialele testate au demonstrat o citocompatibilitate in vitro in conformitate cu
standardele ISO, cu exceptia cazurilor in care fibrele au fost functionalizate cu cantitati
mari de 2H5MB. Asocierea 2HSMB-ERY s-a dovedit benefici, reducand citotoxicitatea
izovanilinei si sustinand proliferarea celulara, fapt ce indica un potential promitator pentru
aplicatii biomedicale sigure.

Testele de biocompatibilitate in vivo au confirmat siguranta formularilor testate,
demonstrand capacitate de modulare imuna, toxicitate sistemica redusa, absenta semnelor
de tromboza sau reactiilor de hipersensibilizare si capacitate de reducere a stresului
oxidativ, comparativ cu grupul de control.

A fost realizat un studiu de optimizare a obtinerii de lipozomi incarcati cu ERY si acoperiti
cu oligomeri de chitosan (OCS), prin metoda hidratarii filmului subtire. A fost investigat:
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Efectul raportului dintre fosfatidilcolina (FC):ERY, concluzionandu-se ca raportul de 6:1
a oferit cele mai bune caracteristici, fiind selectat pentru analize ulterioare datoritd
dimensiunii reduse, stabilitatii si uniformitatii crescute a particulelor.

Efectul mediului de hidratare, observandu-se cd hidratarea in PBS 7,4 si prelungirea
timpului de hidratare la 72 de ore au imbunatatit uniformitatea si calitatea suspensiei
lipozomale, fara a afecta semnificativ dimensiunea particulelor.

Efectul extrudarii vs. cel al sonicarii cu sondd pentru reducerea si omogenizarea
dimensiunii particulelor, precum si efectul concentratiei de chitosan in solutia de
acoperire. Extrudarea s-a dovedit a fi cea mai eficienta si controlabild metoda pentru
obtinerea lipozomilor cu dimensiuni nanometrice, iar concentratia de 0,5% OCS a oferit
cea mai buna stabilitate coloidala.

Efectul dimensiunii porilor membranei utilizate in procesul de extrudare,
observandu-se ca la extrudarea consecutiva prin membrane cu dimensiuni ale porilor din
ce in ce mai reduse nu exista diferente semnificative fatd de extrudarea directa.

Efectul masei moleculare a CS, observandu-se ca scaderea masei moleculare a acestuia a
dus la obtinerea unor lipozomi cu dimensiuni scazute, uniformitate crescuta si eficienta
mai mare de incapsulare a ERY.

Efectul adaugarii sucrozei asupra dimensiunii particulelor si morfologiei, constatand
faptul ca liofilizarea lipozomilor folosind sucroza ca agent crioprotector a contribuit
semnificativ la mentinerea caracteristicilor fizico-chimice ale formularilor dupa
redispersare. Probele cu concentratia cea mai ridicata de sucroza au prezentat cel mai bun
echilibru intre protectia dimensiunii particulelor si claritatea suspensiei. Probele fara
sucroza au evidentiat aglomerari semnificative dupa liofilizare.

Au fost obtinute si caracterizate nanoparticule lipozomale acoperite cu oligomeri de chitosan
ce incapsuleaza eritromicind, tindnd cont de rezultatele studiului de optimizare:
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Prepararea lipozomilor incarcati cu ERY si acoperiti cu OCS s-a realizat prin hidratarea
unui film lipidic subtire obtinut prin evaporare rotativa, urmat de extrudare si dispersare
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intr-o solutie de OCS. Formularea lipozomal a fost stabilizatd suplimentar intr-o solutie
de sucroza si dializatd pentru indepartarea medicamentului liber si a urmelor de acid
acetic.

Caracterizarea structurald prin spectroscopie FTIR si RMN a demonstrat prezenta tuturor
componentelor formuldrii lipozomale si interactiunile fizice dintre acestea, confirmand
incapsularea eficientd a ERY si acoperirea cu oligomeri de chitosan.

Analiza XRD si POM a formularii a evidentiat ca ERY este distribuita amorf, la nivel
molecular, in stratul lipidic, si ca proba prezinta domenii usor birefringente. Prin utilizarea
ciclurilor incélzire/récire cuplate cu microscopia POM s-a constatat ca acoperirea cu OCS
a Tmbunatatit semnificativ stabilitatea termica a lipozomilor.

Imaginile STEM si AFM au confirmat morfologia sferica, dimensiunile uniforme
(diametru mediu masurat ~97 nm) si stabilitatea structurala a lipozomilor acoperiti,
evidentiind eficienta acoperirii cu OCS 1in prevenirea agregarii.

Masuratorile DLS au permis confirmarea dimensiunii nanometrice a lipozomilor (97,37
nm), precum si dispersia uniforma (PDI=0,1), sarcina de suprafatd pozitiva
(~9 mV) si o stabilitate coloidald bund, validand rezulatele STEM. Formularea optimizata
s-a mentinut stabila timp de cel putin 6 sdptdmani, in special la 25 °C, fapt ce o recomanda
pentru aplicatii farmaceutice sigure si reproductibile.

Determinarea cantitativd prin UV-Vis a ERY a aratat cd formularea lipozomald
optimizata are o eficientd de incapsulare satisfacatoare (62,88%).

Studiul cineticii de eliberare a relevat o eliberare sustinutd de pana la 75% in 10 ore,
evidentiind rolul acoperirii cu chitosan in protejarea si controlul eliberarii
medicamentului in conditii similare celor fiziologice.

Investigarea proprietatilor mucoadezive prin masurarea modificdrii de turbiditate la
contactul cu mucina, a demonstrat adezivitate foarte bund, confirmatd prin scaderea
semnificativd a transparentei in prezenta mucinei de la 41,57% la 3,19%, sustinand
potentialul lor pentru eliberarea prelungita a eritromicinei la nivelul mucoaselor.
Evaluarea activitatii antioxidante a confirmat un efect sinergic al componentelor, cu valori
de ~80% pentru formularea completd. Aceste rezultate au fost atribuite in principal
prezentei OCS, desi atat FC cat si ERY au demonstrat capacitate de captare a radicalilor,
sustindnd aplicabilitatea formuldrii in tratamente ce implicd combaterea stresului
oxidativ.

Formularile lipozomale au demonstrat o activitate antibacteriana rapida si eficienta, in
special Tmpotriva E. faecalis, depasind performanta antibioticului liber si subliniind
potentialul lor in profilaxia infectiilor si dezvoltarii rezistentei bacteriene.

In urma testelor de citotoxicitate pe fibroblaste gingivale s-a concluzionat ci lipozomii au
prezentat o citocompatibilitate buna, respectand standardele ISO si indicand un profil de
siguranta adecvat pentru aplicatii biomedicale, cu un posibil rol protector al ERY asupra
celulelor.

Au fost obtinute si caracterizate nanofibre binare pe bazd de chitosan/TMC incarcate cu

norfloxacina si functionalizate la suprafatd cu acid 2-formilfenilboronic.
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o

Prepararea nanofibrelor a fost realizata prin electrofilarea unui amestec ternar de
CS/TMC/PEO, acesta din urma fiind indepartat ulterior.
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Functionalizarea fibrelor cu monoaldehida a fost realizatd prin pulverizarea unei solutii a
acesteia pe ambele fete ale nanofibrelor, urmata de o etapa de uscare intr-un mediu inchis,
favorabil desfasurarii complete a reactiei.

Incorporarea NFX in fibre s-a realizat prin metoda adsorbtiei, prin imersarea bucitilor de
nanofibre in solutie etanolica si incubarea acestora timp de 24 de ore, dupa care au fost
uscate 1n conditii atmosferice.

Spectroscopia FTIR si RMN a confirmat prezenta tuturor componentelor si formarea
legaturilor de tip imina, iar termogramele ATG au aratat eliminarea eficienta a PEO din
fibre.

Eficienta de incapsulare a NFX in nanofibre a fost adecvata si relativ uniforma (~3,5%),
sugerand ca medicamentul este distribuit preponderent in interiorul fibrelor.

Analiza morfologica prin POM, SEM si XRD a evidentiat cd nanofibrele pastreaza o
morfologie stabila in timp, cu un diametru mediu constant (~150 nm).

Nanofibrele compozite au prezentat proprietiti mecanice imbunatatite, cu valori ale
modulului elastic de pana la 1250 Mpa.

Capacitatea de retinere a umiditatii determinatd prin DVS a prezentat rezultate
satisfacatoare (23,3% — 38,5%), demonstrand o crestere treptata a absorbtiei vaporilor de
apa odatd cu cresterea umiditatii relative si desorbtia acestora odatd cu descresterea
acesteia, sugerand capacitate de a transfera umiditatea din rani catre mediul exterior.
Dimensiunea porilor determinatd din aria BET a fost de aproximativ 3 nm pentru toate
probele.

Fibrele au prezentat capacitate de umflare ridicatd, cu o retentie a umiditatii de 10 g/g in
primele 5 minute.

Fibrele compozite au demonstrat o activitate antioxidanta superioard (~70%), sugerand
capacitatea acestora de a contribui la sprijinirea procesului de vindecare a ranilor prin
controlul stresului oxidativ.

Nanofibrele testate au prezentat o bioadezivitate adecvatd (0,9 N), comparabila cu cea a
altor materiale pe baza de chitosan.

Investigarea biodegradarii enzimatice a nanofibrelor a relevat un comportament de
degradare adaptabil mediului local al plagii, degradandu-se progresiv in functie de pH si
mentinandu-si integritatea structurald in timpul vindecarii. Degradarea completa in medii
acide a confirmat bioresorbabilitatea acestora, oferind un avantaj esential in evitarea
debridarii traumatice si sustinerea regenerarii tisulare.

Studiul cineticii de eliberare in vitro a aratat o eliberare rapida si constantd a NFX din
nanofibre, indiferent de pH.

Testele de citocompatibilitate au confirmat ca toate nanofibrele investigate sunt sigure
pentru contactul cu celulele umane.

Nanofibrele au demonstrat o activitate antimicrobiana si antifungicd puternica si de
durata, potentatd de prezenta NFX si a aldehidei, evidentiind eficienta acestor materiale
ca pansamente active cu stabilitate indelungatd pentru prevenirea infectiilor.

Evaluarea toxicitatii in vivo a nanofibrelor implantate subcutanat a evidentiat o
biocompatibilitate excelentd, fard semne de toxicitate sistemica sau reactii inflamatorii.
O parte dintre rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat au fost diseminate prin

publicarea 1n articole stiintifice aparute in reviste internationale indexate ISI.
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