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W — Pierderea de masa la sfarsitul etapei de descompunere

XRD - Difractia de raze X



INTRODUCERE

Infectiile bacteriene sunt o problema frecventa asociatd cu ranile cutanate [1], contribuind
la intarzierea suplimentara a procesului de vindecare si chiar la necroza tesuturilor locale [2]. In
gestionarea ranilor se vizeaza eliminarea tuturor factorilor care pot impiedica vindecarea,
respectiv crearea si mentinerea conditiilor optime pentru sustinerea acestui proces [3]. Materiale
precum bumbacul si tifonul sunt utilizate pe scara larga ca pansamente datoritd capacitatii lor
de a izola rana de mediul extern, dar nu prezintd proprietati antibacteriene si nu sunt adecvate
pentru toate tipurile de leziuni. Mai mult, studiile au demonstrat ca vindecarea ranilor are loc de
aproximativ doua ori mai rapid in medii umede comparativ cu cele uscate, ceea ce a condus la
o tranzitie progresiva de la pansamentele traditionale din bumbac si tifon catre pansamente
hidroactive [4]. Utilizarea cu succes a pansamentelor cu hidrogel in Ingrijirirea si tratarea ranilor
cutanate se datoreaza similaritatii structurale si compozitionale cu tesuturile moi ale corpului
[5]. Hidrogelurile prezinta capacitatea de a absorbi si de a mentine un nivel optim de exsudat la
suprafata plagii, asigurand schimbul de gaze necesar proliferarii celulare [6].

Poli(alcoolul vinilic) (PVA) este unul dintre cei mai utilizati polimeri sintetici
hidrosolubili pentru obtinerea hidrogelurilor prin cicluri succesive de inghet—dezghet, datorita
capacitatii sale de reticulare fizicd. Acestd abordare elimind necesitatea utilizarii agentilor
chimici de reticulare, reducand astfel potentialul toxicologic si conferind hidrogelurilor un grad
ridicat de puritate [7]. Hidrogelurile obtinute prezintd proprietati remarcabile, precum
biocompatibilitate excelenta, elasticitate adecvata, capacitate de absorbtie si retentie a apei [8].
Cu toate acestea, in literaturd au fost identificate doua provocari majore care limiteaza utilizarea
hidrogelurilor pe bazd de PVA ca biomaterial: absenta bioactivitatii acestora si dificultatea
incorporarii eficiente a agentilor antibacterieni cu caracter predominant hidrofob in matricea
polimerica.

Incapsularea agentilor terapeutici intr-o matrice polimerici oferd multiple avantaje,
precum protectia impotriva umiditatii sau actiunii radicalilor liberi si a oxigenului, prevenirea
reactiilor chimice nedorite intre specii active, modificarea densitdtii, culorii sau fotosensibilitatii
si cresterea stabilitdtii sistemelor [9]. Din punct de vedere aplicativ, aceastd tehnologie permite
o conservare mai eficientd si o manipulare mai facild a principiilor active, promovand in acelasi
timp si o eliberare prelungitd a acestora. Astfel, se contureaza o strategie promitatoare pentru

controlul procesului de regenerare a pielii si reducerea contamindrii microbiene, factori esentiali



in facilitarea vindecarii ranilor.
Pe baza acestor considerente, obiectivul general al tezei de doctorat intitulata ,,Matrice

polimerice complexe cu incluziuni antibacteriene” a constat in:

-

raport hidrofil/hidrofob reglabil, pe baza de polimeri sintetici si/sau naturali,

Proiectarea, obtinerea si caracterizarea unor noi structuri polimerice cu

capabile sa imbundtiteasca solubilitatea, stabilitatea si biodisponibilitatea

agentilor antibacterieni hidrofobi pentru aplicatii cutanate.

Motivatia directiei de cercetare abordate in prezenta tezd de doctorat are la bazd
intelegerea mecanismelor de formare a structurilor tridimensionale si optimizarea
caracteristicilor hidrogelurilor multicomponente in vederea utilizarii acestora ca matrice-suport
pentru agenti antibacterieni cu solubilitate redusa in solventi uzuali, dar cu valoare terapeutica
semnificativa.

Ca posibilitati de realizare se au in vedere urmatoarele obiective specifice: (O1) sinteza
de noi homo- si copolimeri pe bazd de poliesteri biodegradabili din resurse regenerabile, cu
aplicatii 1n eliberarea controlatd a agentilor antibacterieni hidrofobi; (02) obtinerea de
nanoparticule polimerice incarcate cu un antibiotic cu spectru larg antibacterian; (O3)
prepararea de hidrogeluri multicomponente cu (nano)incluziuni antibacteriene si antioxidante
utilizand tehnica inghet—dezghet; (O4) caracterizarea fizico—chimica si selectarea variantelor
optime in vederea (OS5) evaluarii activitatii antibacteriene si antioxidante, a citotoxicitatii in
vitro si studii in vivo privind aplicabilitatea acestora in obtinerea de pansamente pentru tratarea
ranilor cutanate.

Teza de doctorat contine sase capitole, structurate in doua parti distincte, prezentate in
cele ce urmeaza.

Partea I — include Capitolul I dedicat prezentarii datelor de literatura relevante pentru
tema studiatd: notiuni teoretice referitoare la definirea si clasificarea hidrogelurilor, stadiul
actual al cercetdrilor in domeniul hidrogelurilor antibacteriene pe baza de polimeri sintetici
si/sau naturali, proprietatile acestora, precum si o sinteza a principalelor metode de caracterizare
fizico—chimica, aldturi de studiile in vitro si in vivo utilizate pentru evaluarea potentialului

aplicativ in ingineria tisulard si medicina regenerativa.



Partea a II-a — este structurata in cinci capitole (Capitolele II-VI) si prezinta contributiile
originale privind obtinerea, caracterizarea fizico—chimicd si evaluarea in vitro/in vivo a
hidrogelurilor multicomponente antibacteriene obtinute.

Capitolul IT descrie partea experimentald, care include materialele, echipamentele si
metodele de analiza utilizate In cadrul studiului doctoral.

Capitolul III prezintd o serie de matrice polimerice de hidrogel pe bazd de PVA si
poli(brasilat de etilend) (PEB), evaluand potentialul acestora de a incorpora nanoparticule
purtdtoare de medicament si de a fi utilizate ca sisteme de eliberare controlata a substantei active.
Hidrogelurile au fost preparate in trei etape: (1) sinteza homopolimerului PEB prin reactia de
polimerizare cu deschidere de ciclu a brasilatului de etilena (EB) in masa si in solutie (utilizand
ca solvent 1,4-dioxan), in prezenta 1-hexanolului ca initiator si a 2 catalizatori organici, acidul
p-toluensulfonic (PTSA) si 1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-enda (TBD); (2) obtinerea de
nanoparticule pe baza de PEB prin metoda precipitarii, norfloxacina (NRF) fiind incorporata in
situ Tn matricea homopolimericd; (3) prepararea de hidrogeluri pe bazd de PVA incarcate cu
sisteme de nanoparticule homopolimer-medicament utilizand tehnica inghet—dezghet. Formarea
homopolimerului a fost confirmata de analizele structurale efectuate (FTIR, 'H RMN, XRD).
Nanoparticulele obtinute au prezentat o morfologie predominant sfericd si o structurd de tip
miez—coaja. Rezultatele au demonstrat potentialul hidrogelurilor de a asigura un profil de
eliberare sustinutd a NRF in conditii in vitro, pe parcursul a 48 h.

Capitolul IV prezintd rezultate originale privind obtinerea si caracterizarea unor
hidrogeluri multicomponente cu incluziuni antibacteriene si antioxidante pe bazd de PVA,
poli(brasilat de etilend-co-acid squaric) (PEBSA), timol (Thy) si a-tocoferol (a-Tcp), precum si
investigarea potentialului sinergic dintre cei doi compusi bioactivi. S-a urmadrit evaluarea
modului in care prezenta copolimerului amfifil PEBSA — utilizat pentru a facilita incapsularea
de compusi bioactivi hidrofobi in retea, influenteazd proprietatile matricelor polimerice.
Rezultatele obtinute au ardtat ca sistemele PVA PEBSA permit controlul proprietétilor de
suprafata si porozitate prin ajustarea raportului molar dintre comonomerii EB:acid squaric (SA)
din compozitia PEBSA. Profilurile de eliberare cumulativa a Thy a-Tcp au confirmat
capacitatea sistemului PVA PEBSA de a incorpora si elibera controlat si sustinut compusii
bioactivi in conditii fiziologice simulate. Sistemele au prezentat efect bacteriostatic impotriva

dezvoltarii Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) si Candida albicans



(C. albicans). Activitatea antioxidantd cumulativad a Thy si a-Tcp in asociere cu PEBSA a
produs un efect sinergetic notabil. Testele de citotoxicitate in vitro pe linia celulara BALB/3T3
clona A31 au indicat absenta citotoxicitdtii materialelor antibacteriene, valorile viabilitatii
celulare fiind mai mari de 90% dupa 72 h de contact. Studiul privind evaluarea
bicompatibilitatea materialelor testate, integrarea cu tesutul gazdd si absenta unei reactii
inflamatorii. Hidrogelurile antibacteriene au contribuit semnificativ la reducerea dimensiunilor
ranilor create la sobolanii Wistar. La 20 de zile de la debutul experimentului, s-a constatat o
regenerare aproape completa a tesutului.

In Capitolul V sunt descrise prepararea si caracterizarea unor hidrogeluri hibride
antibacteriene cu dubla retea, ce au fost obtinute prin integrarea unor polimeri naturali (dextran
si guma xantan) in matricele polimerice PVA PEBSA. Prin introducerea celor doud
polizaharide s-a urmarit dezvoltarea unor materiale hibride cu proprietdti avansate pentru
aplicatii in medicina regenerativa, precum: bioadezivitate crescutd, morfologie controlatd,
capacitate ridicata de umflare si conformare eficientd la geometria plagii. Totodata, s-a avut in
vedere obtinerea unei degradabilitati controlate in mediul biologic, precum si mentinerea
caracterului biocompatibil. Acest capitol prezintd obtinerea si caracterizarea a doud variante de
hidrogeluri multicomponente hibride cu incluziuni antibacteriene: (1) hidrogeluri hibride
antibacteriene pe bazd de PVA, PEBSA, dextran si amoxicilind (Amx) si (2) hidrogeluri hibride
antibacteriene pe baza de PVA, PEBSA, guma xantan si Amx. Sistemele au fost caracterizate
structural, morfologic si din punct de vedere al capacitatii de retentie al fluidelor biologice
simulate. De asemenea, s-au efectuat studii de degradare enzimatica in vitro, analiza cantitativa
a principiului activ eliberat prin 'H RMN, evaluarea activititii antibacteriene asupra S. aureus,
E. coli, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), Enterococcus faecalis (E. faecalis) si studii in
vitro pe fibroblaste dermice umane normale. Coroborarea rezultatelor obtinute sustin utilizarea
hidrogelurilor hibride antibacteriene ca sisteme eficiente de eliberare controlata a
a substantei bioactive pe termen lung.

Ultimul capitol al tezei de doctorat, Capitolul VI, prezinta concluziile care fac referire la

cele mai importante rezultate obtinute experimental, precum si directiile viitoare de cercetare.



Structura tezei de doctorat:

MATRICE POLIMERICE COMPLEXE CU INCLUZIUNI ANTIBACTERIENE

l

MATRICE SINTETICE

|

}

l

MATRICE HIBRIDE SINTETIC/NATURAL

Hidrogeluri inciircate cu
nanoparticule purtatoare de

Hidrogeluri multicomponente cu
incluziuni antibacteriene

Hidrogeluri multicomponente cu
incluziuni antibacteriene si

Hidrogeluri hibride cu incluziuni
antibacteriene pe baza de polimeri sintetici
(PVA, PEBSA) si polimeri naturali (dextran

medicament antioxidante ~
sau guma xantan)
‘ Preparare ” Caracterizare ‘ Preparare H Caracterizare | | Preparare ” Caracterizare | Preparare ” Caracterizare ‘
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STEM, SEM la umflare in virro la umflare
Obtinerea de Comportamentul Obtinerea de structuri studii de eliberare Obtinerea de structuri Activitatea Obfinerea de hidrogeluri || Comportamentul
nanoparticule pe bazi de la umflare polimerice cu raport invitro polimerice cu raport antioxidanta hibride cu dubla refea la degradare
PEB prin metoda Eficienta de hidrofil/hidrofob Activitatea hidrofil/hidrofob Activitatea utilizand tehnica Studii de eliberare
precipitarii incapsulare reglabil, pe baza de PVA antibacteriana reglabil, pe baza de PVA antibacteriana inghet—dezghe| in vitre
l Studu de eliberare si PEBSA si PEBSA Activitatea Activitatea
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Teza de doctorat se extinde pe 179 pagini impartite in sase capitole care includ 34 tabele,

89 figuri, 14 ecuatii si 248 indicatii bibliografice. La finalul tezei sunt incluse urmatoarele anexe:

Anexa 1 — Diseminarea rezultatelor si activitatea stiintifica

Anexa 2 — Articole stiintifice

Rezultatele originale obtinute in cadrul tezei de doctorat constituie subiectul a cinci

articole stiintifice publicate in jurnale indexate ISI (factor de impact cumulat = 20,3), a trei

comunicari si a trei postere prezentate la manifestari stiintifice internationale. Activitatea

stiintifica conexa cu subiectul tezei de doctorat s-a concretizat prin trei articole stiintifice

publicate in jurnale indexate ISI (factor de impact cumulat = 15), o carte aflata in curs de

publicare, o cerere de brevet, doud comunicari si cinci postere prezentate la manifestari

stiintifice internationale.



PARTEA II. CONTRIBUTII ORIGINALE
CAPITOLUL III. HIDROGELURI PE BAZA DE POLI(ALCOOL
VINILIC) INCARCATE CU NANOPARTICULE PURTATOARE DE
MEDICAMENT

II1.1. Contextul cercetarii

Preocuparile tot mai accentuate la nivel global privind impactul asupra mediului al
materialelor poliolefinice conventionale derivate din surse petroliere, au condus la intensificarea
eforturilor pentru dezvoltarea unor alternative sustenabile, precum polimerii obtinuti din resurse
regenerabile. Comparativ cu polimerii traditionali, principalul avantaj al acestora constd 1n
posibilitatea de reinnoire a materiilor prime [151].

Dintre toti polimerii proveniti din resurse regenerabile, poliesterii alifatici au atras un
interes deosebit, fiind studiati pe scara largd ca materiale biodegradabile si biocompatibile
pentru aplicatii in domeniul medical si al materialelor de ambalare [152]. Un exemplu relevant
este PEB, un homopolimer alifatic biodegradabil, fapt ce il recomanda pentru utilizéri in care
sustenabilitatea este o prioritate sau in aplicatii biomedicale. Structura unitétii sale repetitive, cu
un lant lung si apolar intre legdturile esterice, conferda homopolimerului o hidrofobicitate
pronuntata, o absorbtie redusd a apei si o rezistentd mai mare la degradare hidrolitica, in
comparatie cu poliesteri precum acid poli(lactic), ce au o structurd mai polard. Totodata,
biocompatibilitatea PEB il recomanda ca un material promitator pentru aplicatii biomedicale,
precum dezvoltarea de transportori pentru compusi bioactivi hidrofobi [38—41].

PEB este sintetizat prin reactia de polimerizare cu deschidere de ciclu a EB, o lactona
ciclici cu doud grupari esterice. EB este produs comercial prin reactia de condensare a
etilenglicolului cu acidul 1,13-tridecandioic [37], acesta fiind derivat din uleiul de ricin — o sursa
regenerabild si accesibilad din punct de vedere economic [153]. Polimerizarea EB a fost realizata
la scara de laborator utilizand catalizatori enzimatici [154], organometalici [37] sau organici
[155]. Spre deosebire de catalizatorii metalici, cei organici oferd avantaje semnificative,
incluzand o toxicitate redusd, un impact ecologic mai mic, costuri mai scazute decat cei

enzimatici si o bicompatibilitate buna [156].

II1.2. Obiective stiintifice specifice:

& Sinteza si caracterizarea fizico—chimicd a homopolimerului PEB;



& Obtinerea de nanoparticule pe bazd de PEB incércate cu NRF, un antibiotic cu spectru
larg antibacterian si caracterizarea acestora din perspectiva dimensiunii, stabilitatii
fizice, eficientei incapsularii si morfologiei;

& Prepararea de hidrogeluri pe bazd de PVA incarcate cu nanoparticule purtitoare de
medicament utilizand tehnica inghet—dezghet si caracterizarea sistemelor pentru a obtine
informatii cu privire la compozitia chimicd, morfologie, determinarea gradului de

retentie al fluidelor biologice simulate si analiza cantitativa a principiului activ eliberat.

IT1.3. Sinteza si caracterizarea homopolimerului poli(brasilat de etilena)

Studiul s-a concentrat pe dezvoltarea unor metode sustenabile de sintezd a
homopolimerului PEB, pundnd accent pe eficienta reactiei si minimizarea impactului asupra
mediului. Din perspectiva chimiei ecologice, una dintre provocarile actuale in sinteza
poliesterilor alifatici PEB este utilizarea unor solventi mai prietenosi cu mediul. In vederea
inlocuirii solventilor traditionali precum toluenul, cloroformul sau dietil eterul, acest studiu
exploreaza o strategie alternativa. Noutatea cercetarii consta in procedeul de obtinere in solutie
a EB, intr-un sistem omogen utilizand ca solvent 1,4-dioxan.

1,4-Dioxanul este un solvent organic cu o constantd dielectricd scazuta, care reduce
indepartarea apreciabild a sarcinilor sau disocierea semnificativa a complexului catalitic format.
In acestd sintezi, alcoolii cu masi moleculard mica sunt utilizati in mod obisnuit pentru a
controla masa moleculard a poliesterilor [37,157]. In acest caz, in amestecul de reactie s-a
addugat 1-hexanol. Spre deosebire de Pascual si colab. [155,158], considerati pionieri in
utilizarea catalizatorilor organici pentru polimerizarea EB, care au purificat homopolimerul brut
prin dizolvarea acestuia in solutie de diclormetan 10% si precipitarea cu dietil eter rece (1:5),
prezentul studiu propune o metoda alternativa de purificare, bazata pe cicluri repetate de spalare-

sedimentare in apa distilata rece (2-8 °C).

I11.3.1. Procedeul de sinteza

Homopolimerul PEB a fost sintetizat prin reactia de polimerizare cu deschidere de ciclu a
EB 1n masa si in solutie (utilizand ca solvent 1,4-dioxan), In prezenta 1-hexanolului ca initiator
si a 2 catalizatori organici, PTSA si TBD (Figura 3.1.). Reactiile au fost efectuate in atmosfera
de azot, la o temperaturda constantd de 105 °C, cu o viteza de agitare magnetica de 250

rotatii/min., timp de 24 h. Un experiment tipic pentru varianta PEB1oo_TBD (Tabelul 3.1.) a



presupus utilizarea a 11,52 mL EB (44,38 mmol, 100 echiv.), 0,0617 g TBD (0,4438 mmol, 1
echiv.), 0,6 mL 1-hexanol si 48 mL 1,4-dioxan. Pentru a evalua conversia monomerului, au fost
colectate alicote la intervale de timp diferite si precipitate intr-un amestec de apa distilata si
acetond (2:1), cu temperatura cuprinsa intre 2 si 8 °C. Precipitatul a fost filtrat si uscat la
temperatura camereli, iar conversia a fost determinata folosind metoda gravimetrica. Purificarea
amestecului final de reactie s-a realizat prin cicluri repetate de spdlare-sedimentare in apa
distilata. Produsul rezultat a fost congelat cu azot lichid si liofilizat timp de 24 h1a—-55 °C (Alpha
1-2LD Plus, Martin Christ, Germania).

o
o
Catalizatori I i
organici o
+ OH 1,4-Dioxan, ° n ° nn
105°C, 24 h
1-Hexanol Poli(brasilat de etilend) (PEB)
Brasilat de etilena (EB)
0
Catalizatori ici
atalizatori organici \\S/og .
\ A
° F
N N
H
Acid p-toluenesulfonic (PTSA) 1,5,7-Triazabiciclo[4.4.0]dec-5-ena (TBD)

Figura 3.1. Reprezentarea schematizata a sintezei homopolimerului PEB.

Planul experimental include:

(1) studiul influentei tipului de catalizator organic asupra conversiei monomerului in
homopolimer,

(2) studiul influentei solventului asupra distributiei masei moleculare;

(3) studiul influentei raportului monomer:catalizator asupra conversiei monomerului in
homopolimer si a distributiei masei moleculare.

Datele experimentale obtinute sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Tabel 3.1. Influenta parametrilor de reactie asupra conversiei monomerului in homopolimer.

Cod probi Catalizator EB:Catalizator Conversia Monomer

(echiv.) (%) (mol L)
PEBso PTSA PTSA 50:1 70,83 0,26
PEBso TBD TBD 50:1 82,75 0,15
PEBioo_TBD TBD 100:1 78,5 0,22
PEB1oo_TBD fara 1-Hexanol TBD 100:1 77,83 0,20
PEBiso_ TBD TBD 150:1 76,66 0,22




In Figura 3.3. sunt redate diagramele de conversie in cazul polimerizarii in solutie a EB,
pentru diferite concentratii ale monomerului. Experimental, s-a observat cd viteza de

polimerizare a monomerului este accelerata in prezenta TBD, in timp ce, in prezenta PTSA,

procesul devine mult mai complex.
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Figura 3.3. Diagramele de conversie ale polimerizarii EB la 105 °C initiatd cu 1-hexanol si
catalizata de (A) PTSA sau (B) TBD in solutie pentru diferite concentratii ale monomerului.

In mod surprinzitor, a rezultat o conversie de 77% chiar si in absenta 1-hexanolului,
fenomen insotit de cresterea masei moleculare. Mai exact, s-a obtinut o masa moleculard medie
gravimetricd de 2031 g/mol fara utilizarea initiatorului, comparativ cu 1463 g/mol atunci cand
acesta a fost prezent. Aceste rezultate confirma faptul cd TBD nu doar participa la procesul de
polimerizare ca si catalizator, ci poate actiona si ca initiator, influentdnd atat cinetica reactiei,
cat si distributia maselor moleculare [158]. Acest comportament subliniaza rolul dual al
catalizatorului TBD, evidentiind importanta sa Tn optimizarea reactiei de polimerizare.

Analizele spectroscopice efectuate, FTIR si '"H RMN, au confirmat structura chimica a
homopolimerilor sintetizati. Fractia cristalind a homopolimerului a fost determinatd prin
integrarea ariei sub varfurile cristaline si a ariei corespunzatoare fazei amorfe din difractograma,
utilizand software-ul Origin Pro 8.5, rezultdnd un grad de cristalinitate de aproximativ 57,2%.
Dimensiunea medie a cristalelor PEBso_TBD calculata cu ecuatia Scherrer a fost estimata la
25,3 nm. Conform datelor termogravimetrice, procesul de descompunere a avut loc intr-o
singurd etapd, cu maximul temperaturii de degradare termica (Tpeak) la aproximativ 454 °C si

masa reziduala de 1,16%. Acest rezultat este in acord cu datele din literatura de specialitate
[37,155].

I11.4. Sisteme de nanoparticule homopolimer-medicament pe baza de PEB

Scopul studiului a fost obtinerea de nanopurtdtori pentru medicamente hidrofobe, pe



baza de homopolimerul PEB, desemnati pentru incapsularea NRF, in vederea imbunatdtirii

solubilitatii, stabilitatii si biodisponibilitatii acesteia in medii biologice.

111.4.1. Obtinerea nanoparticulelor pe baza de PEB incarcate cu NRF

Nanoparticulele pe bazd de PEB obtinut prin tehnica polimerizarii in masa (PMso-NRF)
si in solutie (PSs0-NRF, PS100-NRF, PS150-NRF) au fost preparate prin metoda precipitarii,
NRF fiind incorporatd in sifu in matricea homopolimerica (Figura 3.7.). Purificarea
nanoparticulelor a fost realizata prin dializa cu apa bidistilata timp de 48 h, apa fiind schimbata
la un interval de 12 h.

Nanoparticulele fard medicament (PMso, PSso, PS100, PS150) au fost preparate in conditii

similare si utilizate ca referinta in analizele ulterioare.

PEB .
+ — ) T
i ™ esTa,
S 0 ety
Solutia 1 (&) = \g;%
1,4-Dioxan Uy
’ Faza apoasi [ > Evaporares
solventului
NRF (Tween 80 + H,0) ‘ ob
+ 1 e —1 -
‘ ~—— ——
. \/ f\\\\\\\/,/ — ‘
—
1,4-Dioxan — - -
+ Solutia 2 J 2
Precipitarea Nanoparticule homopolimer-
homopolimerului medicament pe bazi de PEB
Span 85

Figura 3.7. Reprezentarea schematizata a etapelor prepararii nanoparticulelor homopolimer-
medicament pe baza de PEB.

Investigatiile DLS au aratat dependenta diametrului hidrodinamic al nanoparticulelor de
distributia maselor moleculare corespunzatoare homopolimerilor PEB, inregistrand dimensiuni
in intervalul 190,6-290,7 nm. De asemenea, toate valorile indicelui de polidispersitate sunt sub
0,5, ceea ce indica o bund omogenitate a nanoparticulelor. Figura 3.9. A prezintd imagini STEM
ale nanoparticulelor pe baza de PEBso TBD (PSso), evidentiind asocierea acestora in structuri
aproape sferice de dimensiuni nanometrice. Nanoparticulele PSso-NRF se prezintd sub forme
sferice uniforme, cu structurd de tip miez—coaja (Figura 3.9.B). Masuratorile realizate cu

software-ul ImagelJ au aratat ca incorporarea NRF reduce diametrul mediu al nanoparticulelor,
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comparativ cu cele neincdrcate, ca urmare a interactiunilor fizice intermoleculare dintre

homopolimer si medicament, ipoteza sustinuta si de datele obtinute prin analiza DLS.

Frecventa, u.a.

10 120 130 140 150 160 170 180 190 55 60 65 7 75 80 85
Diametru, nm Diametru, nm

Figura 3.9. Imaginile STEM si histogramele distributiei marimii particulelor ale sistemelor
PSso (A si C), respectiv PSso-NRF (B si D).
IIL.5. Obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri pe bazi de PVA incircate cu
nanoparticule purtitoare de medicament
Scopul cercetdrii a fost obtinerea si caracterizarea unor noi hidrogeluri pe bazi de PVA
incarcate cu nanoparticule purtitoare de medicament, avind ca obiectiv facilitarea

manipuldrii acestora si asigurarea unui profil de eliberare sustinutdi a substantei active.

1I1.5.1. Prepararea de hidrogeluri pe baza de PVA_PSso-NRF

Obtinerea hidrogelurilor pe baza de PVA cu mase moleculare diferite, 72000 si 145000
g/mol incdrcate cu nanoparticule PSso-NRF s-a realizat etapizat. Initial, solutia de PVA 4% a
fost preparata prin dizolvarea unei cantitdti corespunzatoare de PVA in apa distilatd, la o
temperatura constantd de 90 °C, cu o viteza de agitare magnetica de 700 rotatii/min., timp de 2
h pastrand aceleasi conditii. Nanoparticulele pe baza de PEB in solutie PSso-NRF au fost
preparate conform protocolului descris in subcapitolul //1.4.1. Obtinerea nanoparticulelor pe
baza de PEB incarcate cu NRF. Ulterior, solutiile preparate individual au fost amestecate in

raport volumetric PVA:PSso-NRF de 3:1, 2:1, respectiv 1:1 si expuse la 3 cicluri de inghet—
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dezghet, 18 h la o temperaturd de —20 °C, urmata de decongelare timp de 8 h la temperatura

camerei. Au rezultat 12 variante de hidrogeluri cu compozitii diferite, conform Tabelului 3.6.

Hidrogelurile obtinute au fost congelate cu azot lichid, liofilizate timp de 24 h la -55 °C (Alpha

1-2LD Plus, Martin Christ, Germania) si depozitate In exicator la temperatura camerei pentru

studii suplimentare.

Tabel 3.6. Codificarea sistemelor pe baza de PVA PSso-NRF.

Raport
Cod proba* volumetric Observatii Imagini
PVA:PSso
Hid 1 structurat
PVA72000_PSso 3:1 3:1 1roge’ structuta
si omogen
PV Ass0n PSso_2:1 21 Hldrqgel structurat
si omogen
Hidrogel cu structura
PV A72000_PSs0_1:1 1:1 neomogena, caracterizat
prin separare de faze
Hid 1 structurat
PVA7000_ PSso-NRF_3:1 3:1 1roget strictura
si omogen
Hidrogel cu structura
PV A72000_PSso-NRF_2:1 2:1 neomogena, caracterizat
prin separare de faze
Hidrogel cu structura
PVA72000 PSso-NRF _1:1 1:1 neomogena, caracterizat
prin separare de faze
Hi 1 t
PVA145000_PS§0_3Z1 3:1 1dr(.)ge compac
si omogen
Hidrogel t
PVA145000_PS§0_2Z1 2:1 ! r(,)ge compac
si omogen
Hi 1
PVAuss000 PSso 1:1 11 idrogel compact
si omogen
Hidrogel t
PV A 45000_PSso-NRF_3:1 3:1 1Crogel compac
si omogen
Hi 1
PVAus5000_PSso-NRE_2:1 2:1 idrogel compact
si omogen
Hidrogel t
PVA145000_PS§0-NRF_121 1:1 1arogel compac

si omogen

* concentratie de 4% pentru ambele solutii de PVA

Observatiile realizate au evidentiat ca hidrogelurile pe baza de PVA cu masa moleculara

de 145000 g/mol prezintd o structurd compactd si omogend. Datoritd acestor caracteristici,
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aceste variante de hidrogeluri au fost selectate pentru a fi caracterizate in subcapitolul /17.5.2.
Metode de caracterizare a hidrogelurilor pe baza de PVA PSso-NRF. Imaginile SEM
evidentiaza faptul cd toate probele dispun de o structura interna poroasd, caracterizata prin pori

interconectati cu dimensiuni variabile (Figura 3.11.).

i SN % ".‘ d e i 5% Yok, 7 > ._,4":_, N

¥ Ty S =7

Figura 3.11. Imagini SEM ale proi:)elor: (A) PVAu4s000 PSso 3:1, (B) PVAiaso00 PSso 2:1,
(C) PVAuasooo_PSso_1:1, (D) PVAu4sooo PSso-NRF 3:1, (E) PVAis000 PSso-NRF 2:1 si (F)
PV Aiss000 PSso-NRF 1:1.

Cantitatea maxima de antibiotic eliberat pe parcursul a 48 h a fost de 37,83%
(PVAu4s000_PSs0-NRF_3:1), 54,4% (PV A14s000_PSs0-NRF_2:1) si 61,15% (PV Au14s000_PSs0-
NRF _1:1), aceasta Inregistrand o crestere pe masura ce raportul polimer/nanoparticule incarcate
cu NRF scade. In acelasi interval de timp, probele martor PV A14s000-NRF au prezentat o vitezi
de eliberare semnificativ mai rapida (Figura 3.14.). Acest rezultat confirmd capacitatea
sistemului PV A14s000_PSso de a incorpora nanoparticule purtdtoare de medicament si de a 1l
elibera prin difuzie intr-o manierd controlata, imbunatatind biodisponibilitatea si reducand

toxicitatea sistemica.

A 80 B 100 —=
70 20 3
80 2

NRF eliberata, %
8 &8 2 2

1]

=}

NRF eliberata, %
2

—8—PVA145000_PS50-NRF_3:1 30 —&—PVA145000_NRF_3:1

—&— PVA145000_PS50-NRF_2:1 20
—8—PVA145000_PSS0-NRF_1:1

—e— PVA145000_NRF_2:1
—e— PVA145000_NRF_1:1
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1000

1500 2000 2500
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Figura 3.14. Profilurile de eliberare a NRF din hidrogelurile pe baza de (A) PV Ai4s000_PSso-

NREF si (B) PV Ai4s000.
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CAPITOLUL IV. HIDROGELURI MULTICOMPONENTE PE BAZA DE
POLIMERI SINTETICI CU INCLUZIUNI ANTIBACTERIENE/
ANTIOXIDANTE

IV.1. Contextul cercetarii

Impactul gradului de contaminare bacteriand asupra procesului de vindecare a ranilor
cronice nu este pe deplin inteles si, cel mai probabil, este subestimat. Prezenta biofilmului
bacterian a fost identificat drept un factor critic, iar studiile au evidentiat o corelatie intre
adancimea si durata leziunii si prezenta tulpinilor din genul Staphylococcus. Mai mult,
colonizarea bacteriand a ranilor (frecvent cauzata de S. aureus, P. aeruginosa, S. pyogenes si
anumite tulpini de Clostridium) s-a dovedit a contribui la Intarzierea suplimentara a procesului
de vindecare [170,171].

In acest context, au fost dezvoltate diverse strategii pentru extinderea materialelor cu
activitate antibacteriand. O astfel de abordare presupune incdrcarea hidrogelurilor cu agenti
antibacterieni, cum ar fi extracte naturale (compusi fenolici si uleiuri esentiale din plante), care
pot sustine inhibarea cresterii microorganismelor pe suprafata materialului. Incapsularea
compusilor bioactivi antibacterieni intr-o matrice polimerica oferd multiple avantaje, printre
care: protectia impotriva umiditatii sau actiunii radicalilor liberi si a oxigenului, prevenirea
si cresterea stabilitatii sistemelor [9]. In plus, din perspectiva aplicativa, aceasti abordare
permite o conservare mai eficientd si o manipulare mai facild a principiilor active, promovand
in acelasi timp si o eliberare prelungita a acestora. Astfel, se poate asigura controlul regenerarii

cutanate si reducerea contamindrii microbiene, care ar putea Iimpiedica procesul de vindecare.

IV.2. Obiective stiintifice specifice:
& Obtinerea de structuri polimerice cu raport hidrofil/hidrofob reglabil capabile sa
inglobeze compusi bioactivi hidrofobi;
& Prepararea de hidrogeluri multicomponente cu incluziuni antibacteriene si antioxidante
pe baza de PVA, PEBSA, Thy si a-Tcp;
& Caracterizarea sistemelor pentru a obtine informatii cu privire la compozitia chimica,
stabilitatea termicd, morfologie, determinarea unghiului de contact si a gradului de

retentie al fluidelor biologice simulate, analiza cantitativa a principiului activ eliberat,
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evaluarea activitatii antibacteriene si antioxidante, studii de citotoxicitate in vitro pe linia
celulara BALB/3T3 clona A31 si studii in vivo privind aplicabilitatea acestora in
vindecarea ranilor cutanate.

Thy este un fenol monoterpenoid natural si este unul dintre principalii compusi activi
gasiti 1n uleiurile esentiale extrase din 7Thymus vulgaris (cimbru) si din alte plante precum
Ocimum gratissimum L. (busuioc) sau Origanum L. (oregano) [172]. Au fost raportate diferite
proprietdti farmacologice ale acestor compusi, inclusiv activitdti antibacteriene, antifungice,
antioxidante si antiinflamatorii, analgezice si de vindecare [173—176]. Thy s-a dovedit a fi
eficient impotriva tulpinilor bacteriene reprezentate de S. aureus si E. coli, precum si impotriva
tulpinilor fungice reprezentate de C. albicans. Datele de literatura mentioneaza ca fenolii
interactioneaza cu polizaharidele, acizii grasi si fosfolipidele din structura membranei celulare
bacteriene, determinand pierderea de constituenti celulari si implicit, moartea celulei [177-179].

a-Tcp, forma cea mai activa si eficace biologic de vitamina E, este un puternic antioxidant
liposolubil responsabil pentru protejarea celulelor impotriva stresului oxidativ si contribuie la
stabilizarea mecanicd a membranelor prin interactiuni fizice de tip van der Waals [105].
Suplimentarea sistemului PVA PEBSA Thy cu a-Tcp a vizat un efect sinergic intre cei 2

compusi bioactivi.

IV.3. Sinteza copolimerului poli(brasilat de etilena-co-acid squaric)

Copolimerul PEBSA a fost sintetizat printr-o reactie de polimerizare cu deschidere de
ciclu intre brasilat de etilend — EB si acid squaric — SA, in rapoarte molare EB:SA, de 25:75,
50:50, respectiv 75:25, in prezenta 1-hexanolului ca initiator si 1,4-dioxan ca solvent utilizand
metoda prezentatd in literaturd de catre Chiriac si colab. [42] (Figura 4.1.). Reactiile au fost
efectuate in atmosfera de azot, la o temperatura constanta de 100 °C, cu o viteza de agitare
magneticad de 250 rotatii/min., timp de 24 h. Purificarea amestecului final de reactie s-a realizat
prin cicluri repetate de spalare-sedimentare in dietil eter si apa distilata. Produsul rezultat a fost
congelat cu azot lichid si liofilizat timp de 24 h la —55 °C (Alpha 1-2LD Plus, Martin Christ,

Germania).
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HO, OH

m + n
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o [¢]
Acid squaric (SA)

Brasilat de etilena (EB) 1-Hexanol

VLH«)LO/\/OW/\/\W\/O __ T

Poli(brasilat de etileni-co-acid squaric) (PEBSA)

Figura 4.1. Reprezentarea schematizata a sintezei copolimerului PEBSA [42].

IV.5. Obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri multicomponente pe baza de
polimeri sintetici cu incluziuni antibacteriene

Scopul studiului a fost obtinerea si caracterizarea unor hidrogeluri multicomponente
pe baza de PVA, PEBSA si Thy, utilizind tehnica inghet—dezghet, in vederea conferirii de

proprietati antibacteriene matricelor polimerice obtinute in subcapitolul IV . 4.

1V.5.1. Prepararea de hidrogeluri antibacteriene pe baza de PVA_PEBSA_Thy

Obtinerea hidrogelurilor antibacteriene pe bazd de PVA cu mase moleculare diferite,
72000 si 145000 g/mol, PEBSA cu rapoarte molare diferite intre comonomerii EB:SA, 25:75,
50:50, respectiv 75:25 si Thy a implicat doua abordari: (1) incorporarea de Thy in situ si (2)
incorporarea de Thy prin absorbtie in hidrogelurile preformate (Figura 4.10.) [187].

Spectroscopia FTIR a confirmat structura hidrogelurilor multicomponente antibacteriene.
Aparitia unor noi semnale inregistrate in regiunea 1620-1580 cm™ (C=C intindere), respectiv
1290-1280 cm™ (C-O intindere) a indicat prezenta compusului bioactiv Thy. Eliberarea Thy
din hidrogeluri a prezentat o viteza rapida in primele minute, urmata de un proces de eliberare
gradual ce s-a extins pand la 11-12 h in cazul sistemelor care contin PEBSA2s/75. Valoarea
exponentului de eliberare n mai mica de 0,5 pentru toate probele a sugerat un mecanism de
difuzie quasi-Fickian, datorat relaxarii polimerului, care este semnificativ mai mare decat viteza

de difuzie a compusului bioactiv. Valorile coeficientilor de corelatie R? corespunzitori curbei
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obtinute pentru determinarea lui n si K au variat intre 0,9813 si 0,9997, apropiindu-se de 1, ceea

ce a indicat o buna potrivire a tuturor sistemelor cu modelul Korsmeyer—Peppas.

1. incorporarea de Thy in situ

e

J
4

Soluglg PVA Complex
PEBSA_Thy

=

25°C,8h

Amestecare 3 Clclurd de Liofilizare

inghet-dezghet, 24h

-20°C,18h Hidrogel antibacterian

2. incorporarea de Thy prin absorbtie in hidrogelurile preformate

Figura 4.10. Reprezentarea
schematizata a etapelor
prepararii hidrogelurilor
multicomponente pe baza de

PVA PEBSA Thy [187].

Dupa

Imersare imersare

Hidrogel pe baza
de PVA_PEBSA Solutie 1,4-dioxan
cu Thy

Hidrogel antibacterian

Retea PVA_PEBSA ‘ Thy

IV.6. Obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri multicomponente pe baza de
polimeri sintetici cu incluziuni antibacteriene/antioxidante

Studiul a avut in vedere obtinerea si caracterizarea unor hidrogeluri multicomponente
cu proprietati antibacteriene si antioxidante, pe baza de PVA, PEBSA, Thy si a-Tcp, precum

si investigarea potentialului sinergic dintre cei 2 compusi bioactivi, in vederea aplicarii

IV.6.1. Prepararea de hidrogeluri antibacteriene pe baza de PVA_PEBSA_Thy o-Tcp

Complexul PEBSA Thy o-Tcp a fost obtinut prin amestecarea solutiei de PEBSA (0,066
g/mL in 1,4-dioxan) cu Thy si a-Tcp in rapoarte gravimetrice PEBSA:Thy:a-Tcp de 1:1:1,
1:2:1, respectiv 1:1:2 conform Tabelului 4.9. In cea de-a doua etapa, complexul
PEBSA Thy oa-Tcp a fost amestecat cu o solutie de PVA 4%, in raport volumetric de 2:1 si
expus ciclurilor de inghet—dezghet (3 cicluri de inghet—dezghet 18 h la o temperatura de —20 °C,
respectiv decongelare timp de 8 h la temperatura camerei). Hidrogelurile antibacteriene obtinute
au fost liofilizate (24 h la —55 °C, Alpha 1-2LD Plus, Martin Christ, Germania) si depozitate in

exicator la temperatura camerei pentru studii suplimentare.
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Tabel 4.9. Compozitia sistemelor pe bazd de PVA_ PEBSA_ Thy a-Tcp.

Raport Compozitie sistem pentru un volum de 5 mL
Cod proba* volumetric PVA PEBSA Thy a-Tep
PVA:PEBSA (@) (8 (2 (2
PVA PEBSA
'V A72000_ SAzs/7s 0,066 0,066
Thy a-Tcp
PV A\4s5000_PEBSA2s/75_
Ty oTep 0,066 0,066
PV A72000_PEBSAs0/50_ 0,066 0,066
Thy a-Tep
PVA14?§o_iEfCSA50/50_ 0,066 0,066
Sin Y—P EBSZ 2:1 0,132 0,066
72000__ 75125 0,066 0,066
Thy a-Tcp
PVA PEBSA
145000 PEBSA75/25 0,066 0,066
Thy a-Tcp
PVA PEBSA
72000_PEBSAs0/50_ 0,132 0,066
2xThy a-Tcp
PVA PEBSA
72000_ SAso/50_ 0,066 0,132
Thy 2xa-Tcp

* concentratie de 4% pentru ambele solutii de polimer

Deplasarea spectrelor de benzi inregistrate in regiunea 1290-1280 cm™ (C—O intindere),

respectiv 852-809 cm™! (C=C deformare) a indicat prezenta compusului bioactiv Thy (Figura

4.18. B). In acelasi timp, deplasarea benzilor de absorbtie a atestat implicarea gruparilor —OH,

—C=0 s1 —CH3 in formarea legaturilor de hidrogen intermoleculare, respectiv interactiunilor van

der Waals.
PVA, ., PEBSA,___Thy a-Tcp
A 3461
927 811 590
1455 1232
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< < 14 ’
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= = 3
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Figura 4.18. Spectrele FTIR ale probelor: (A) Thy si a-Tcp, respectiv
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(B) PVAi4s000 PEBSA2s5/75 Thy a-Tcp, PVAiasooo PEBSAsoso Thy a-Tep si
PV Ai4s000 PEBSA7s525 Thy a-Tcep.

Pentru a avea o capacitate adecvatd de absorbtie a exsudatulului produs de rana, valoarea

unghiului de contact al suprafetei unui pansament se impune a fi mai mic de 90° [196]. Valorile

unghiului de contact cu apa sunt in intervalul 44° (PVA72000_ PEBSAsos0_ Thy a-Tep) — 64°

(PVAuiss000 PEBSA7525 Thy a-Tcp), prezentand un caracter hidrofil moderat (Figura 4.22.).

Rezultatele experimentale au indicat ca segmentele hidrofobe sunt orientate spre interior (miez

hidrofob), iar cele hidrofile inconjoara miezul, stabilizand interiorul (invelis hidrofil).

100

o0
=
1

Unghiul de contact, °

20 4

=)
=
L

=
=
1

0 25/75 50/50
Raport molar EB/SA

HPVA72000 PEBSA_Thy a-Tep
HPVA145000_PEBSA_Thy_e-Tcp

HPVAT2000
HPVA145000

75/25

4.22. Valorile
unghiului de contact cu apa
la suprafata filmelor pe
bazd de PVA si PEBSA cu
s fara Thy a-Tcp.
Rezultatele sunt exprimate
ca medie aritmeticd =+
abaterea standard a mediei.

Figura

Profilurile de eliberare cumulativa a Thy si a-Tcp au confirmat capacitatea sistemului

PVA PEBSA de a incorpora si elibera controlat compusii bioactivi la pH 5,4 si 7,4. Activitatea

antibacteriand fata de S. aureus, E. coli si C. albicans a fost evaluata prin metoda Kirby—Bauer.

Rezultatele testdrii activitatii antibacteriene a hidrogelurilor multicomponente pe baza de

PVA PEBSA Thy a-Tcp sunt prezentate in Tabelul 4.12.

Tabel 4.12. Diametrul zonelor de inhibitie (mm) a sistemelor testate.

Zona de inhibitie (mm)*

Cod proba S. aureus E. coli C. albicans

PV A7000 PEBSA»s75_ Thy a-Tcp 22,30£0,14 21,90+0,99 38,55+ 1,48
PV A7000 PEBSAso50 Thy a-Tep 21,10£0,00 19,15+1,06 32,25+3,18
PV A72000 PEBSA7s2s Thy a-Tcp 25.90+£0,70 2545+3,46 34,65+0,91
PVA7000 PEBSAsyso_2xThy a-Tcp 27,05+0,63 2840+0,14 37,80+0,28
PV A7000_ PEBSAsos0_Thy 2xa-Tcp 21.80+£3,25 1920+000 28,25+0,77

* Rezultatele sunt exprimate ca medie aritmeticd = abaterea standard a mediei.




Sistemele au prezentat activitate antibacteriand impotriva dezvoltarii tulpinilor de
referinta. Tulpina fungica reprezentatd de C. albicans a manifestat o sensibilitate ridicatd la toate
sistemele testate, diametrul zonelor de inhibitie variind intre 28,25 + 0,77 mm
(PVA72000_ PEBSAso50_Thy 2xa-Tcep) si 38,55 £ 1,48 mm (PVA72000 PEBSA»s/75 Thy a-
Tcp). Conform rezultatelor obtinute privind reactia cu radicalul DPPH, toate probele au
prezentat activitate antioxidanta (Figura 4.28.). Gruparile functionale carbonil din SA sunt
dispuse pentru transfer de electroni si implicit cantitatea mai mare de monomer SA (75%), va

conduce la o activitate crescuta de reducere a radicalului liber DPPH.
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Testul cu bromurda de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu (MTT) a indicat
absenta citotoxicitatii materialelor antibacteriene asupra fibroblastelor din linia celulara
BALB/3T3 clona A31, valorile viabilitatii celulare fiind mai mari de 90% pentru toti cei 3 timpi
de contact (24, 48 si 72 h). Morfologia celulelor in contrast de faza si fluorescenta a confirmat
citocompatibilitatea probelor, acestea neafectand negativ atasarea si proliferarea celulara.

Proprietatea sistemelor polimerice de a nu produce nici o reactie inflamatorie tesutului viu
cu care vine 1n contact [215] a fost evaluata prin implantare subcutanata la sobolani femele din
rasa Wistar a hidrogelurilor antibacteriene. Procedurile experimentale au fost efectuate cu
respectarea principiilor celor 3R, avand ca scop reducerea numarului de teste pe animale; astfel,

datoritd numarului limitat de animale disponibile, conform subcapitolului /1.2. Metode de
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analiza, a fost realizatd o selectie a probelor analizate. Activitatea antibacteriand superioara
impotriva C. albicans (diametrul zonelor de inhibitie de pand la 38 mm), proprietatile
antioxidante ridicate (97,1%) si caracterul hidrofil moderat (~55°) au favorizat selectia
hidrogelurilor antibacteriene PV A72000 PEBSA2s75 Thy a-Tep ca grup experimental.
Matricea PVA72000 PEBSA»s/75 a fost considerata martor.

Studiul s-a desfasurat pe o duratd de 21 de zile, timp in care bundstarea animalelor,
consumul de hrana si apa, aspectul blanii si a membranelor mucoase au fost monitorizate cu
atentie pentru a observa posibile reactii secundare [211]. Materialele testate nu au determinat
decesul animalelor si nu au existat cazuri care sd prezinte inflamatie vizibila la nivelul regiunii
dorsale sau vreun comportament asociat cu durerea acestora, conform scarei Grimace si
monitorizarii greutatii corporale a animalelor (Figura 4.31. N). Mai mult, materialele implantate
subcutanat au evidentiat caracteristici de umflare in timp cu mentinerea formei dreptunghiulare

(Figura 4.31. M).
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Figura 4.31. Procedura experimentald de implantare subcutanata a hidrogelurilor
multicomponente: (A) Pregatirea pielii din regiunea dorsald; (B) plasarea subcutanata a
esantioanelor de testat; (C) suturarea si aseptizarea inciziilor; materialele implantate
subcutanat la (D-F) 7 zile, (G-I) 14 zile si (J-L) 21 de zile; (M) variatia in timp a ariei
probelor PVA72000 PEBSA2s/75 Thy oa-Tcp st PVA72000 PEBSA25/75 s1 (N) monitorizarea
greutdtii corporale a animalelor pe parcursul a 21 de zile.
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Aplicabilitatea hidrogelurilor antibacteriene PV A72000 PEBSA»s/75 Thy a-Tcp in
vindecarea ranilor cutanate a fost evaluata pe sobolani din aceeasi rasd. Procesul de vindecare a
ranilor create a fost analizat prin masurarea ariei leziunii in zilele prestabilite de monitorizare
(Figura 4.32.) [211]. La 20 de zile de la momentul realizérii ranilor cutanate, s-a constatat

vindecarea aproape completd a ranilor (99,36 si 94,91%) in loturile tratate cu hidrogelurile

multicomponente.
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Figura 4.32. (A) Procedura experimentald privind aplicabilitatea hidrogelurilor antibacteriene
in vindecarea ranilor cutanate; (B) imagini cu procesul de vindecare a ranilor la aplicarea
materialului antibacterian (BC) si martorului pozitiv (M+) In comparatie cu martorul negativ
(M-); (C) capacitatea de vindecare a ranilor in zilele 5, 10, 15, respectiv 20 de la debutul
studiului. Rezultatele sunt exprimate ca medie aritmeticd & abaterea standard a mediei.

Interleukina—8 (IL—8) are rolul de a atrage neutrofilele in zona inflamatiei si este adesea
evaluata pentru detectarea timpurie a leziunilor inflamatorii in regiunile care vin in contact cu
de [216]. subcutanata  a
(PVA72000_ PEBSA3s/75 Thy a-Tcp PVA7000 PEBSAzs575) nu
semnificative ale nivelurilor serice ale [L—8 (32,34 + 0,33, 27,96 £ 4,23 51 31,12 £ 1,58 pg/mL)

esantioanele testare Implantarea materialelor

si a produs variatii
in comparatie cu grupul martor (28,45 £2,55 pg/mL) la 7, 14, respectiv 21 de zile de la debutul
experimentului, atestdnd posibilitatea utilizarii lor in vindecarea ranilor. Aceeasi tendinta a fost
observata si in cazul grupului experimental cu evaluarea capacitatii de vindecare a ranilor, unde
concentratiile IL—8 au fost de 26,51 + 4,32, 25,79 + 2,31, 24,59 + 2,75, respectiv 27 + 04,77

pg/mL 1a 5, 10, 15 si 20 de zile de la momentul realizarii ranilor cutanate.
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CAPITOLUL V. HIDROGELURI HIBRIDE ANTIBACTERIENE

V.1. Contextul cercetarii

Polimerii sintetici sunt relativ usor de sintetizat, chiar si la scard larga, prin procese
specifice de obtinere, permitand reactii de modificare care le asigura diversitate ulterioard in
utilizare. Structura lor chimica, masa moleculara, proprietatile fizice si chimice (rezistenta
mecanicd, biodegradabilitatea), reproductibilitatea, sunt aspecte de importantd majora pentru
aplicatiile biomedicale. Utilizarea polimerilor sintetici ca biomateriale este limitatd de absenta
bioactivitdtii acestora. Pe langd avantajele deosebite pe care le prezintd polimerii naturali
(bioactivitate, biodegradabilitate, biocompatibilitate), acestia prezinta si dezavantaje (proprietati
mecanice slabe, nereproductibilitate). Aceste neajunsuri pot fi compensate prin utilizarea
polimerilor sintetici. Prin combinarea proprietdtilor polimerilor sintetici si a celor naturali in
structuri hibride, se pot genera sisteme cu proprietati superioare celor doua clase de polimeri
utilizati [18,19].

Dintre numerosii polimeri naturali disponibili, dextranul si guma xantan fac obiectul
studiilor experimentale privind prepararea de hidrogeluri multicomponente hibride pe baza de
polimeri naturali/sintetici utilizdnd tehnica inghet-dezghet, datoritd caracteristicilor lor fizico-
chimice si biofunctionale favorabile aplicatiilor in ingineria tisulara si medicina regenerativa.

Dextranul este o polizaharida cu solubilitate ridicatd n apd, produsd prin sinteza
enzimatica a bacteriilor din genurile Leuconostoc si Streptococcus. Din punct de vedere chimic
este compusa din unitati repetitive de glucoza legate prin legaturi glicozidice a-(1—6). Structura
sa polimerica, biocompatibilitatea, biodegradabilitatea si proprietdtile sale hidrofile il fac o
alegere excelentd 1n aplicatii ce vizeazd obtinerea de pansamente cu hidrogel pentru rani
[217,218].

Guma xantan este o heteropolizaharida anionica obtinutd in procesul de fermentare al
carbohidratilor cu utilizarea bacteriilor Xanthomonas campestris. Din punct de vedere chimic
este compusa din unitatile repetitive D-glucoza, D-manoza si acid D-acid glucuronic 1n raport
molar de 3:3:2 [219]. Datorita caracterului hidrofil, bunei stabilitati intr-o gama larga de pH-uri
si temperaturi, prezentei grupdrilor functionale reactive (—OH, -COOH, -CH20OH, —CH3), guma
xantan este utilizata in obtinerea de hidrogeluri cu aplicatii in ingineria tisulara a pielii [220].

Datele disponibile in literaturd afirma ca dextranul prezintd o bioactivitate semnificativa

prin stimularea rdaspunsurilor angiogene si facilitarea regenerarii tesuturilor in procesul de
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vindecare a ranilor [49,50]. Grupdrile functionale carboxil Incarcate negativ, prezente in guma
xantan, pot provoca reduceri semnificative ale raspunsurilor inflamatorii si sunt eficiente in
promovarea aderentei fibroblastelor [221,222]. Unele formulari pot detine proprietati

antibacteriene, care pot ajuta la prevenirea sau reducerea riscului de infectii [223].

V.2. Obiective stiintifice specifice:

& Prepararea de hidrogeluri multicomponente hibride cu incluziuni antibacteriene pe baza
de PVA, PEBSA, dextran sau guma xantan si Amx;

& Caracterizarea sistemelor pentru a obtine informatii cu privire la compozitia chimica,
stabilitatea termicd, morfologie, determinarea gradului de retentie al fluidelor biologice
simulate, studii de degradare enzimatica in vitro, analiza cantitativa a principiului activ
eliberat, evaluarea activitatii antibacteriene si studii in vitro pe culturi de fibroblaste
dermice umane normale.

Amx este un antibiotic din clasa -lactamelor, derivat al penicilinei cu o biodisponibilitate
superioard si un spectru antibacterian extins. Prezintd eficacitate impotriva unei game variate de
tulpini bacteriene Gram-pozitive si Gram-negative [224], incluzand S. aureus, S. pneumoniae,
E. coli, Haemophilus influenzae (H. influenzae). Mecanismul antibacterian al Amx, mentionat

in literatura de specialitate, implica inhibarea sintezei peretelui celular bacterian [60].

V.4. Obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri multicomponente hibride cu
incluziuni antibacteriene

Scopul studiului a fost obtinerea si caracterizarea unor hidrogeluri multicomponente
hibride pe bazi de PVA, PEBSA, dextran sau gumd xantan i Amx, utilizand tehnica inghet—
dezghet, in vederea conferirii de proprietati antibacteriene matricelor polimerice. Prin
introducerea celor doua polizaharide 1n sistemele polimerice pe baza de PVA72000 PEBSA, s-a
urmarit dezvoltarea unor materiale hibride cu proprietéti avansate pentru aplicatii in medicina
regenerativd, precum: bioadezivitate crescuta, morfologie controlata, capacitate ridicata de
umflare si conformare eficienta la geometria plagii. Totodata, s-a avut in vedere obtinerea unei

PR

optime 1n conditii in vivo.
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V.4.1. Prepararea de  hidrogeluri  hibride antibacterine pe baza de
PVA PEBSA Dextran Amx

Obtinerea hidrogelurilor hibride antibacterine pe baza de PVA PEBSA Dextran Amx s-
a realizat etapizat, prima etapa vizand obtinerea retelei PEBSA Dextran Amx (Figura 5.11.).
Aceasta a fost obtinuta prin prepararea individuala a solutiei de PEBSA (0,016 g/mL in 1,4-
dioxan) cu Amx (0,03 g) si a solutiei de dextran 10%, urmatd de amestecarea celor doua in
raport volumetric PEBSA:polizaharidd de 1:3. Sistemele hibride s-au obtinut prin adaugarea
PV A72000 4% s1 expunerea la 3 cicluri de inghet—dezghet, in vederea formarii celei de-a doua
retea. Au rezultat 3 variante de hidrogeluri cu compozitii diferite, conform Tabelului 5.5.
Probele au fost liofilizate (48 h la —55 °C, Alpha 1-2LD Plus, Martin Christ, Germania) si

depozitate in exicator la temperatura camerei pentru studii suplimentare.

25°C, 8 h =
Solutie PVA Amestecare & 3 Cicluri de Liofilizare = :; -
. — T— ' inghet-dezghet 48 h = /
| R

\ I Raport volumetric -20°C, 18 h
P = ' PVA:Retea PEBSA_Dextran
@@ N\ 2:1
Complex Solutie dextran 1
PEBSA Amx 3 variante de

hidrogeluri hibride

NN pEBSA N/ A"\ Dextran . Amx

Figura 5.11. Reprezentarea schematizata a etapelor prepararii hidrogelurilor hibride pe baza
de PVA PEBSA Dextran Amx.

Tabel 5.5. Compozitia sistemelor hibride pe baza de PVA_ PEBSA Dextran  Amx.

Raport Compozitie sistem pentru un volum
volumetric de S mL
Cod ba*
oc proda PVA:Retea PVA PEBSA  Dextran Amx
PEBSA_ Dextran (2) (g) (g) (g)
PV A72000 PEBSA»s/75
Dextran Amx
PVA PEBSA
72000 2030 2:1 0,132 0,016 0,1249 0,03

Dextran_ Amx
PV A7000 PEBSA75/5_
Dextran_ Amx

* concentratie de 4% pentru solutia de PV A72000 s1 PEBSA, respectiv 10% pentru solutia de dextran

25



Datele de spectroscopie FTIR au confirmat prezenta incluziunilor antibacteriene in
structura hidrogelurilor hibride, precum si interactiunile dintre componentele retelelor
polimerice. Analiza cantitativd a Amx eliberate a fost studiata pe spectrele 'H RMN ale solutiilor
extrase la intervale de timp prestabilite (30 min., 1, 2, 4, 22, 46 si 94 h). Cuantificarea
medicamentului eliberat a fost realizatd prin comparatie proportionald intre semnalul de
referinta (TSP la 6 = 0 ppm) si un semnal selectat atribuit Amx (de exemplu, semnalul aril la 6
= 7,35 ppm), plecand de la premiza ca intr-un spectru de protoni, aria semnalelor este direct
proportionald cu numarul de protoni prezenti in volumul probei [140] (Figura 5.14. B). Se poate
observa ca toate probele prezinta un profil de eliberare bifazic, caracterizat printr-o etapa initiala
de eliberare rapida in primele 120-240 de minute, urmata de un proces de eliberare gradual ce

s-a extins pana la 94 h.
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Figura 5.14. (A) Profilurile de eliberare ale Amx (mg) din hidrogelurile hibride pe baza de
PVA72000 PEBSA Dextran Amx in solutii tampon fosfat salin pH = 7,4, de concentratie 0,01
M si (B) spectrul 'H RMN @ 600 MHz sistemului PVA72000 PEBSA25/75_Dextran_ Amx.
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Rezultatele testelor de activitate antibacteriand a  hidrogelurilor  hibride
PVA72000 PEBSA Dextran Amx, evidentiate prin zonele de inhibitie asupra S. aureus (tulpina
bacteriand Gram-pozitiva), E. coli (tulpind bacteriand Gram-negativd), K. pneumoniae (tulpina
bacteriand Gram-negativa) si E. faecalis (tulpina bacteriand Gram-pozitivd) sunt prezentate n
Tabelul 5.7. E. coli a indicat o sensibilitate ridicata la toate hidrogelurile hibride incarcate cu
Amx, diametrul zonelor de inhibitie variind intre 32,53 + 2,71 mm
(PVA72000_ PEBSAz5/75_Dextran_Amx) si 34,86 = 2,65 mm (PVA72000_ PEBSA7525 Dextran_
Amx).

Tabel 5.7. Diametrul zonelor de inhibitie (mm) a sistemelor testate.

Zona de inhibitie (mm)*

Cod proba
P S. aureus E. coli K. pneumoniae  E. faecalis

PVA72000_PEB SA» 5/75_D extran — — — —

PVA72000_PEB SAs 0/50_D extran — — — —

PVA72000_PEB SA7sp 5_D extran — — — —

PV A72000 PEBSA»s/75
Dextran_ Amx

PV A72000 PEBSAso/50_
Dextran Amx

PV A72000 PEBSA7505
Dextran Amx

24,03+ 1,36 32,53 +£2,71 17,90 + 2,60

23,23+1,01 33,30+ 1,38 20,13+ 1,09

23,66 £ 0,81 34,86 £2,65 19,80 + 1,83 -

* Rezultatele sunt exprimate ca medie aritmeticd + abaterea standard a mediei; (—) probe care nu au
prezentat activitate antibacteriana.

Figura 5.17. prezinta viabilitatea celulare, exprimata in raport cu absorbanta inregistrata
in cultura martor. Prezenta polizaharidei a contribuit la cresterea viabilitatii celulare comparativ
cu matricele PVA7000_PEBSA7s.25, a caror viabilitate celulara a fost evaluata anterior si a fost
de aproximativ 92%. De asemenea, viabilitatea celulara a fibroblastelor dermice umane normale
in urma contactului cu sistemele PVA7000 PEBSA7525 Dextran_Amx a depasit 100%,
demonstrand ca aceste materiale antibacteriene pot sustine proliferarea celulara. Ulterior,
celulele au fost analizate prin colorarea cu reactivul Calceind-AM, pentru a evalua influenta
materialelor asupra morfologiei celulare. Imaginile de microscopie, obtinute cu obiectiv de 10%,
evidentiaza prezenta celulelor viabile si confirma rezultatele testulut MTT (Figura 5.18.).
Celulele si-au mentinut integritatea morfologica si au format un monostrat uniform. Mai mult,
cultura celulara a prezentat o proliferare activa evidentiatd prin fibroblaste cu morfologie

fusiforma, caracteristica fibrobrastelor dermice umane normale [241]. Aceste rezultate
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demonstreaza ca hidrogelurile hibride antibacteriene PV A72000_ PEBSA7s25 Dextran_Amx

sunt materiale citocompatibile si favorizeaza proliferarea celulara.
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Figura 5.17. Viabilitatea celulara a fibroblastelor dermice umane normale in urma contactului
cu probele PVA72000 PEBSA7s25 Dextran si PVA72000 PEBSA7s25 Dextran. Amx la 24, 48 si
72 h. Rezultatele sunt exprimate ca medie aritmetica + abaterea standard a mediei.
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Figura 5.18. Morfologia fibroblastelor in contrast de faza si fluorescentd la 72 h de contact cu
probele PVA7000 PEBSA7525 Dextran, respectiv PVA72000 PEBSA7s25 Dextran. Amx (10%).

V.4.4. Prepararea de hidrogeluri hibride antibacteriene pe baza de PVA_PEBSA Guma

xantan_Amx

S-a utilizat acelasi protocol de obtinere prezentat in subcapitolul V.4.1. Prepararea de

hidrogeluri hibride antibacterine pe baza de PVA_PEBSA_ Dextran Amx.
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Tabel 5.8. Compozitia sistemelor hibride pe bazd de PVA_ PEBSA Guma xantan Amx.

Raport volumetric

Compozitie sistem pentru un volum

de 5 mL
Cod probi* PVA:Retea eGlllnmﬁ
P PEBSA_Gumi PVA PEBSA Amx
xantan © @ e ©
(€9)
PVA72000 PEBSA»s/75
Guma xantan Amx
PVA7000 PEBSA
72000_PEBS Asosso_ 2:1 0,132 0,016 0,0124 0,03

Guma xantan_ Amx
PV A72000 PEBSA75/5
Guma xantan_ Amx

* concentratie de 4% pentru solutia de PV A7000 5 PEBSA, respectiv 1% pentru solutia de guma xantan

Pentru a descrie mecanismul de eliberare a Amx din hidrogelurile hibride

PVA7000_ PEBSA_Guma xantan_Amx, datele experimentale au fost simulate dupa 4 modele

matematice, modelul de ordin zero (8), modelul de ordin intai (9), modelul Higuchi (10) si

modelul Korsmeyer—Peppas (6). Datoritd unei mai bune potriviri (R?> > 0,9), sunt prezentate

doar rezultatele corespunzdtoare modelelor Higuchi si Korsmeyer—Peppas (Figura 5.25. si

Tabelul 5.9.).
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Figura 5.25. Cinetica de eliberare a Amx conform modelului (A) Higuchi si (B) Korsmeyer—

Peppas.

Tabel 5.9. Parametrii cinetici de eliberare a Amx.

. Higuchi Korsmeyer—Peppas

Cod proba m R - K R
PVA72000 PEBSA
v 72000 Shasns_ 0,0635 0,9408 0,3689 0,7705 0,9668
Guma xantan  Amx
PVA”‘{‘)O*PEBSASO/S” 0,0362 0,9767 0,6195 1,7373 0,9737
Guma xantan  Amx
PVA72000 PEBSA

72000 B 00423 0,9898 0,3689 0,7705 0,9664

Guma xantan_ Amx
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Sistemul PVA7000 PEBSA»s75 Guma xantan Amx s-a corelat cu modelul cinetic
Korsmeyer—Peppas. Valorea exponentului de eliberare n, < 0,5 pentru acesta proba, a sugerat
un mecanism quasi-Fickian influentat de procesele de relaxare ale polimerului. In cazul
sistemelor PVA7000 PEBSAsos0_ Guma xantan Amx si PVA7000 PEBSA7525 Guma
xantan_Amx, cinetica de eliberare a Amx este descrisd de modelul Higuchi (R?> = 0,9767—
0,9898). Imaginile de microscopie in contrast de faza si fluorescenta (Figura 5.29.) au evidentiat
dinamica procesului de migrare celulard. In prezenta probelor PVA72000 PEBSA7s25_ Gumii
xantan_Amyx, o Inchidere vizibila a defectului celular a fost observata la 24 h de la debutul
experimentului, fenomen constatat inca de la 6 h si mentinut pana la inchiderea completa a ariei
de zgariere. Rezultatele obtinute confirma ca hidrogelurile hibride antibacteriene nu doar ca sunt
citocompatibile, dar si favorizeaza procese esentiale pentru regenerarea tisulard, precum
migrarea si proliferarea fibroblastelor.

PVA72000_PEBSA75/25_ PVA72000_PEBSA75/25_
Gumai xantan Gumi xantan_Amx

Martor

2h

6 h

24 h

48 h

o | 1) —

Figura 5.29. Evaluarea in vitro a influentei probelor PVA72000 PEBSA7s25_ Guma xantan si
PV A7000 PEBSA7525 Guma xantan Amx asupra capacitatii de migrare celulara (10x).
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CAPITOLUL VI. CONCLUZII

Teza de doctorat intitulata ,,Matrice polimerice complexe cu incluziuni antibacteriene”
si-a propus sa aduca contributii originale in dezvoltarea unor noi structuri polimerice cu
raport hidrofil/hidrofob reglabil, pe baza de polimeri sintetici si/sau naturali, capabile sa
imbundatateascda solubilitatea, stabilitatea si biodisponibilitatea agentilor antibacterieni
hidrofobi pentru aplicatii cutanate.

Obiectivele tezei de doctorat au fost orientate catre trei directii principale de cercetare:

(1) obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri incdrcate cu nanoparticule purtatoare de
medicament pe baza de PVA, PEB si NRF;

(i) obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri multicomponente cu incluziuni antibacteriene
st antioxidante pe bazd de PVA, PEBSA, Thy si a-Tcp;

(ii1)obtinerea si caracterizarea de hidrogeluri multicomponente hibride cu incluziuni

antibacteriene pe baza de PVA, PEBSA, dextran sau guma xantan si Amx.

Studiile realizate au permis sistematizarea urmatoarelor concluzii:

Sinteza si caracterizarea fizico—chimica a homopolimerului PEB

& Au fost realizate 6 sinteze de homopolimeri utilizind procedeele de obtinere in masa si
in solutie (1,4-dioxan), in prezenta 1-hexanolului ca initiator si a 2 catalizatori organici,
PTSA si TBD. In vederea caracterizarii reactiei de polimerizare a EB, s-au studiat 2
parametri importanti: conversia monomerului in homopolimer si distributia masei
moleculare.

& Sistemul 1-hexanol/TBD s-a evidentiat ca fiind cel mai eficient promotor al reactiei de
polimerizare cu deschidere de ciclu a EB, la un raport molar EB:TBD de 50:1.

% Analizele spectroscopice efectuate, FTIR si '"H RMN, au confirmat structura chimica a
homopolimerilor sintetizati.

& Investigatiile XRD au indicat un grad de cristalinitate de aproximativ 57,2%, iar
dimensiunea medie a cristalitelor a fost estimata la 25,3 nm.

& Datele termogravimetrice au evidentiat o descompunere intr-o singurd etapd, cu
maximul temperaturii de degradare termicd (Tpeak) la aproximativ 454 °C si o masa

reziduala de 1,16%.
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Studiul a demonstrat posibilitatea sintezei homopolimerului PEB prin metode

sustenabile, obtinindu-se conversii de peste 70% in conditii blande de reactie, procesul

fiind adaptat cerintelor aplicatiilor biomedicale.

Sisteme de nanoparticule homopolimer-medicament pe baza de PEB
Au fost obtinute 4 tipuri de sisteme nanoparticulate pe baza de PEB prin metoda
precipitdrii, NRF fiind Incorporatd in situ in matricea homopolimerica.
Investigatiile DLS au evidentiat cd diametrul hidrodinamic al nanoparticulelor este
influentat de distributia maselor moleculare corespunzatoare homopolimerilor PEB,
inregistrand dimensiuni in intervalul 190,6—-290,7 nm.
Eficienta incapsularii a fost determinata ca fiind de 35,98% pentru PS100-NRF, 39,87%
pentru PS150-NRF si 44,84% pentru PSso-NRF. Acest rezultat se explica prin afinitatea
hidrofoba mai mare a homopolimerului PEBsg_ TBD pentru incapsularea moleculelor
de NRF.
Microscopia STEM a evidentiat ca nanoparticulele pe baza de PEBso TBD (PSso)
prezinta o morfologie favorabild pentru utilizarea ca sisteme de eliberare a
medicamentelor. Nanoparticulele PSso-NRF au prezentat o structura de tip miez—coaja
si un contrast semnificativ crescut datorita incarcdrii cu molecule de medicament.

Coroborarea rezultatelor obtinute a permis selectarea variantei PEBso TBD,

sintetizatd prin polimerizare in solutie, pentru obtinerea de nanopurtitori capabili sa

incorporeze compusi bioactivi hidrofobi. Aceasta alegere a fost sustinuta si de rezultatele

studiilor de conversie, care au relevat un grad de transformare a monomerului in

homopolimer de aproximativ 83% pentru aceasta proba.

Hidrogeluri pe bazd de PV A incarcate cu nanoparticule purtitoare de medicament

b

©

Au fost obtinute 3 hidrogeluri pe baza de PVA incarcate cu nanoparticule purtatoare de
medicament, utilizand tehnica inghet—dezghet.

Caracterizarea structurald prin spectroscopia FTIR a confirmat structura hidrogelurilor
PV A14s000_PSs0-NRF. Deplasarea benzilor de absorbtie confirma implicarea gruparilor
—OH, -NH- si —C=0 1n formarea de legaturi fizice intermoleculare.

Imaginile SEM au pus in evidenta formarea unor retele poroase, bine definite cu pori

interconectati, care se deosebesc prin densitatea, distributia si dimensiunea acestora.
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% Comportamentul la umflare al matricelor polimerice a fost dependent de raportul
volumetric PVA:PSs0-NRF si de caracteristicile morfologice, atingdnd un maxim de
1160% pentru PV A1as000_PSso_2:1.

& Cantitatea maximd de antibiotic eliberat pe parcursul a 48 h a fost de 37,83%
(PVAuso00_PSs0-NRF _3:1), 54,4%  (PVAuwsooo_PSs0-NRF _2:1) si 61,15%
(PVAu4s000_PSs0-NRF _1:1).

Studiul a confirmat potentialul sistemului PVAuse0_PSso de a incorpora
nanoparticule purtitoare de medicament si de a asigura eliberarea controlata a acestuia

prin mecanism de difuzie in conditii in vitro.

Hidrogeluri antibacteriene pe bazi de PVA_PEBSA Thy

& Au fost obtinute 8 hidrogeluri cu raport hidrofil/hidrofob reglabil pe bazd de PVA cu
mase moleculare diferite, 72000 si 145000 g/mol, PEBSA cu rapoarte molare diferite
dintre comonomerii EB:SA, 25:75, 50:50, respectiv 75:25 si Thy prin doua abordari: (1)
incorporarea de Thy in situ si (2) Incorporarea de Thy prin absorbtie in hidrogelurile
preformate.

% Datele de spectroscopie FTIR au relevat cd cea mai eficientd interactiune cu Thy este
observata in cazul sistemelor care contin PEBSA2s/7s, ca rezultat al legdturilor fizice
intermoleculare care se formeaza intre compusul bioactiv si grupdrile functionale
carbonil din SA.

& Prin analiza termogravimetrica s-a constatat ca incorporarea de Thy in situ conduce la o
crestere a stabilitatii termice.

& Caracterizarea morfologica prin microscopia SEM a evidentiat o distributie relativ
uniforma a compusului bioactiv atdt in interiorul matricei polimerice, cat si in spatiile
porilor, in cazul hidrogelurilor incarcate prin absorbtie. Procesul de umflare in solutia
de 1,4-dioxan cu Thy a determinat relaxarea retelei si extinderea porilor, facilitdnd astfel
absorbtia completd a moleculelor de Thy.

% Eliberarea Thy din hidrogeluri a fost descrisd de o vitezd rapida in primele minute,
urmata de un proces de eliberare gradual ce s-a extins pana la 11-12 h in cazul sistemelor
pe baza de PVA PEBSA?s/75. Datele au sugerat un mecanism de difuzie quasi-Fickian

si 0 buna potrivire cu modelul Korsmeyer—Peppas.
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& Toate sistemele PVA PEBSA Thy, indiferent de modul de incorporare a compusului
bioactiv au prezentat activitate antibacteriand impotriva dezvoltarii S. aureus (tulpina
bacteriand Gram-pozitiva), E. coli (tulpind bacteriand Gram-negativa) si C. albicans
(tulpina fungica).

Rezultatele obtinute sugereaza ca hidrogelurile PVA _PEBSA;s75_Thy prezinta

caracteristici favorabile pentru a fi utilizate ca materiale destinate tratarii ranilor.

Hidrogeluri antibacteriene pe bazi de PVA_PEBSA_Thy a-Tcp
& Au fost obtinute 8 hidrogeluri cu raport hidrofil/hidrofob reglabil pe bazd de PVA,
PEBSA, Thy si a-Tcp prin tehnica inghet-dezghet. Suplimentarea sistemului
PVA PEBSA Thy cu a-Tcp a vizat un efect sinergic intre cei 2 compusi bioactivi.
& Spectroscopia FTIR a confirmat structura hidrogelurilor multicomponente
antibacteriene PVA PEBSA Thy a-Tcp.
& Morfologia sistemelor PVA PEBSA Thy a-Tcp a evidentiat o distributie relativ

uniforma a compusilor bioactivi Thy a-Tcp pe suprafata retelei polimerice. Acest aspect

.....

hidrofobi.

O Investigatiile AFM au demonstrat cd sistemele PVA PEBSA prezintd valori ai
parametrilor de rugozitate adecvate pentru utilizarea hidrogelurilor polimerice in
aplicatii ce vizeaza eliberarea controlata de principii active.

& Conform determindrilor unghiului de contact este posibild modificarea caracterului
hidrofil/hidrofob prin ajustarea rapoartelor dintre partenerii de amestec, mai ales a
raportului molar dintre comonomeri EB:SA.

& Profilurile de eliberare cumulativd a Thy a-Tcp au confirmat capacitatea sistemului
PVA PEBSA de a incorpora si elibera controlat si sustinut compusii bioactivi in conditii
fiziologice simulate.

& Toate sistemele PVA PEBSA Thy o-Tcp au prezentat efect bacteriostatic impotriva
dezvoltarii S. aureus, E. coli si C. albicans.

U Activitatea antioxidantd cumulativa a Thy si a-Tcp in asociere cu PEBSA produce un
efect sinergetic notabil, intre 93,2% (PVA72000 PEBSA7525 Thy a-Tcep) si 97,1%
(PVA72000_ PEBSA»s5/75 Thy _a-Tcp).
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Testele de citotoxicitate in vitro pe linia celulara BALB/3T3 clona A31 indica absenta
citotoxicitatii materialelor antibacteriene, valorile viabilitatii celulare fiind mai mari de
90% dupa 72 h de contact.

Studiul privind evaluarea biocompatibilitdtii in vivo prin implantare subcutanatd la
sobolanii Wistar a confirmat bicompatibilitatea materialelor testate, integrarea cu tesutul
gazda si absenta unei reactii inflamatorii.

Hidrogelurile antibacteriene PVA72000 PEBSA325/75 Thy a-Tcp au contribuit in mod
semnificativ la reducerea dimensiunilor ranilor create la sobolanii Wistar. La 20 de zile

de tratament, s-a constatat vindecarea aproape completa a ranilor (99,36%).

Rezultatele obtinute sustin potentialul sistemelor PVA72000_ PEBSA2575_Thy _a-Tcp

pentru utilizarea in dezvoltarea de pansamente si aplicatii in ingineria tisulara.

b
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Hidrogeluri hibride antibacterine pe bazia de PVA_PEBSA Dextran _Amx
Au fost obtinute 3 hidrogeluri hibride antibacteriene cu dubla retea pe baza de PVA,
PEBSA, dextran si Amx prin tehnica inghet—dezghet.
Spectrele  FTIR ale sistemelor PVA70 PEBSA_Dextran_Amx au evidentiat
interactiunea dintre partenerii de amestec si formarea legdturilor fizice intermoleculare.
Imaginile SEM au confirmat incapsularea Amx in matricea polimerica. Acest aspect s-
a datorat afinitatii hidrofobe dintre copolimerul amfifil PEBSA si antibiotic.
Testele de degradare enzimaticd in vitro au dovedit rezistenta hidrogelurilor martor la
actiunea lipazei, acestea fiind capabile de a-si pastra integritatea retelei polimerice pana
la 28 de zile. S-a inregistrat o pierdere maximd de masd cuprinsda intre 65%
(PVA72000_ PEBSA5(50_Dextran) si 70% (PVA72000_PEBSA25/75_Dextran).
Eliberarea Amx din hidrogelurile hibride PV A72000 PEBSA_Dextran_Amx a prezentat
o etapa initiald de eliberare rapida in primele 120-240 de minute, urmata de un proces
de eliberare gradual ce s-a extins pana la 94 h.
Parametrii cinetici de eliberare a Amx au indicat o buna potrivire a tuturor sistemelor cu
modelul Korsmeyer—Peppas. Valorile exponentului de eliberare pentru sistemele
PVA7000_PEBSAzs575_Dextran_ Amx si PVA7000_PEBSA7s25 Dextran_Amx au
sugerat un mecanism de eliberare predominant Fickian, in care contributia proceselor
precum eroziunea sau relaxarea polimerului este neglijabild. Pentru proba

PVA7000_PEBSAsps0_Dextran_Amx, datele au indicat un mecanism de eliberare mai
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complex, in care procesul de difuzie este insotit de modificari structurale ale retelei
polimerice, specifice relaxarii lanturilor macromoleculare.

Sistemele hibride PVA7000_ PEBSA_ Dextran_Amx au manifestat o activitate
antibacteriand notabild Tmpotriva dezvoltarii tulpinilor E. coli, diametrul zonelor de
inhibitie variind intre 32,53 £ 2,71 mm (PV A72000_ PEBSA25/75_Dextran_Amx) si 34,86
+ 2,65 mm (PVA72000 PEBSA7s525 Dextran_ Amx).

Evaluarile de citotoxicitate au confirmat citocompatibilitatea materialelor testate in
contact cu fibroblastele dermice umane normale, fard a inregistra efecte negative asupra
atasarii sau proliferarii celulare.

Testul in vitro de migrare celulara a demonstrat capacitatea hidrogelurilor hibride
antibacteriene PV A7000_ PEBSA7525_Dextran_ Amx de a stimula proliferarea si
migrarea celulara, reducand semnificativ timpul necesar pentru inchiderea defectului

celular.

Rezultatele obtinute confirma potentialul hidrogelurilor hibride PV A72000_

PEBSA7525 Dextran_Amx ca sisteme eficiente pentru eliberarea controlata de substante

bioactive, evidentiind totodata perspectiva aplicativa in regenerarea tisulara.

b
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Hidrogeluri hibride antibacteriene pe bazi de PVA PEBSA Guma xantan_Amx

Au fost obtinute 3 hidrogeluri hibride cu dubla retea pe bazd de PVA7000 si
PEBSA Guma xantan_Amx, utilizdnd tehnica inghet—dezghet.

Datele de spectroscopie FTIR au confirmat prezenta incluziunilor antibacteriene in
structura hidrogelurilor hibride, precum si interactiunile dintre componentele retelelor
polimerice.

Microstructura hidrogelurilor PVA7000_ PEBSA_Gumé xantan_Amx a confirmat
prezenta antibioticului in matricea polimerica. Au fost observate diferite forme de
microcristale ale pudrei de Amx ce se identifica sub forma de aglomerari.

Testele de degradare enzimatica in vitro au evidentiat o buna stabilitate a hidrogelurilor
martor la actiunea lipazei, acestea mentindndu-si integritatea structurald pana la 28 de
zile. Pierderea de masa a variat intre 43% (PVA72000 PEBSA»s75 Guma xantan) si
62% (PVA72000 PEBSAs050 Guma xantan).

A fost demonstrat potentialul matricelor PVA72000_ PEBSA_Guma xantan de a ingloba

si elibera Amx prin difuzie n conditii in vitro, pe parcursul a 94 h. Profilurile de eliberare

36



se conformeaza cel mai bine cu modelul cinetic descris de Korsmeyer—Peppas in cazul
sistemului  PVA7000_ PEBSA2575_ Guma xantan_Amx si de Higuchi in cazul
sistemelor PVAn72000_ PEBSAso50_Guma xantan_Amx si PVA70_PEBSA7s:25
Guma xantan_Amx.

Sistemele hibride PVA7000 PEBSA Guma xantan Amx au prezentat efect
bacteriostatic impotriva dezvoltarii tulpinilor S. aureus, E. coli si K. pneumoniae.
Testele de citotoxicitate in vitro au demonstrat citocompatibilitatea materialelor testate
asupra fibroblastelor dermice umane normale, iar studiul in vitro de migrare celulara a
evidentiat potentialul hidrogelurilor hibride antibacteriene
PVA72000 PEBSA7525 Guma xantan_Amx de a favoriza procesul de reepitelizare prin

promovarea simultana a proliferarii si migrarii celulare.

Coroborarea rezultatelor obtinute sustin utilizarea hidrogelurilor hibride

antibacteriene PVA7000_ PEBSA7525_ Guma xantan_Amx ca sisteme eficiente de eliberare

controlatd a medicamentelor in aplicatii de inginerie tisulara, prin asigurarea unei

disponibilitati prelungite a substantei bioactive pe termen lung.

PERSPECTIVE

Ca perspective, directiile de cercetare-dezvoltare din cadrul tezei de doctorat vor fi extinse

si vor viza:

simularea transferului transdermal al substantelor bioactive utilizdnd un sistem de
difuzie verticala cu celule Franz, in vederea caracterizarii profilului de eliberare si a
permeabilitatii prin bariera cutanata;

PVA7000_PEBSA7525_Dextran_ Amx si PVA72000_ PEBSA7525 Guma xantan_Amx,
prin analiza toxicitatii locale si sistemice, a raspunsului inflamator si imunologic, a
integrarii tisulare, precum si a degradarii si resorbtiei materialului, utilizind modele
experimentale animale, analize histopatologice ale tesuturilor adiacente si teste de
biocompatibilitate, in vederea validarii sigurantei si eficacitdtii acestora pentru
vindecarea ranilor cutanate;

studii aprofundate privind testarea activitatii antibacteriene a hidrogelurilor

PVA7000_PEBSA»s75_ Thy a-Tep pe modele experimentale de pligi infectate, cu
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monitorizarea evolutiei procesului de vindecare, inclusiv remisiunea inflamatiei si

reducerea timpului necesar regenerarii tisulare.
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