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INTRODUCERE

Biomaterialele polimerice constituie un subiect foarte actual ce a cunoscut o dinamica
deosebita, data fiind diversitatea cerintei din domeniul medical, farmaceutic si cosmetic.
Complexitatea comportamentului pe care il manifesta materialele polimerice in contact cu natura
diversa a mediului biologic (fesut sau sange) trebuie sa {ind seama, atat de biocompatibilitatea cu
materialul biologic cat si de caracteristicile fizico-chimice ale materialului polimeric ales. in
ultimii ani, cercetdrile in domeniul stiinfei materialelor au evidentiat un mare interes pentru
aceastd categorie de biomateriale, si in particular pentru sistemele de eliberare sustinutd a
principiilor biologic active.

Studiile intreprinse au ca scop optimizarea proprietatilor terapeutice ale produselor
medicamentoase, facandu-le cat mai putin toxice pentru organism si nu in ultimul rind mult mai
eficiente. In cercetarea efectuati in cadrul acestei teze de doctorat s-a optat pentru alegerea
materialelor poliuretanice datorita excelentelor lor proprietati fizico-chimice si biomedicale.

in urma analizei datelor Sistemelor Nationale de Supraveghere a Infectiilor Nosocomiale
s-a constatat un indice crescut in cazul infectiilor sangvine, de la nivelul tractului respirator sau a
tesutului moale (piele). Astfel, infectia rimane un impediment pentru utilizarea pe o perioada de
timp mai mare a dispozitivelor medicale in aplicatii biomedicale precum implanturi vasculare,
boli respiratorii sau cele ale tesutului moale, al pielii. Pentru obtinerea unor materiale care au ca
scop prevenirea diverselor infectii, precum cele nosocomiale, una din strategiile utilizate a
constat in formularea unor sisteme de eliberare susfinuta de principii active.

Utilizarea unor sisteme poliuretanice sub forma de membrana pentru eliberarea sustinutd
a unor medicamente antibacteriene precum nistatina si rifampicina poate contribui la mentinerea
unei terapii cat mai eficiente, care sd evite necesitatea administrarii repetate a dozelor. De
asemenea, pe aceasta cale poate fi diminuaté aparitia acestor tipuri de infectii, precum si evolugia
lor in timp. Prin urmare noutatea acestei teze constd in formularea unor sisteme polimer-
medicament de eliberare prelungita care au ca scop prevenirea eventualelor infectii de la nivelul
cateterelor vasculare si ale tesutului moale, al pielii.

Pentru a atinge acest obiectiv cercetarile au urmarit:

-sinteza de poliuretani pe baza de polieteri - poli(etilen glicol) si poli (tetrametilen oxid)
diol, respectiv de poliesteri - poli(caprolactona) diol si poli(butilen adipat) diol -, prin varierea
compozitiei in grupari uretanice, foarte des utilizati in aplicatii biomedicale;
utilizarii in diferite aplicatii biomedicale;

-formularea unor sisteme poliuretanice de tip membrand incdrcatd cu principii active, prin
procedeul inversiei de faza, transfer de masa solvent-nesolvent in matricea polimerd, in vederea

obtinerii unei eliberari sustinute;



-evidentierea corelatiei structura-proprietati de eliberare a principiilor active alese si
evaluarea mecanismului de eliberare a medicamentului din sistemele obtinute;

-studiul proprietatilor antimicrobiene ale sistemelor poliuretanice-principiu activ obtinute,
fata de unele bacterii gram-pozitive, gram-negative si antifungice de tipul C.albicanus;

Teza este alcatuitd din doua parti, una teoretica si cealaltd experimentala, fiind structurata
in sapte capitole, dintre care primele doud reprezinta studiul bibliografic, iar celelalte, partea
originali. fn capitolul I sunt prezentate notiuni generale despre poliuretani, componentele lor de
baza, structura i proprietatile acestora, notiuni despre biodegradabilitate si biocompatibilitate
precum si potentialele aplicatii biomedicale ale acestor materiale poliuretanice. Capitolul II
descrie cateva notiuni generale despre sistemele poliuretanice pentru eliberarea de medicamente
si mecanismele de difuzie ale acestora. Se analizeaza factorii care determind eliberarea
medicamentelor din matrici hidrofile precum si tipurile de sisteme poliuretanice-principiu activ
existente sub diferite forme: membrane, hidrogel sau particule. In final, se clasifici si se discutd
potentialele aplicatii biomedicale ale acestora. in capitolul I sunt prezentate materialele
folosite pe parcursul experimentelor, metodele de sintezd a poliuretanilor, metodele de obtinere a
sistemelor poliuretanice cu principiu activ si in final metodele de caracterizare a produsilor
obtinuti. Capitolul IV descrie primul sistem poliuretanic de eliberare sustinutd pe bazd de
poli(tetrametilen oxid) diol. Se prezintd schema de reactie §i caracterizarea spectrala,
caracteristicile de suprafata si sunt discutate sistemele poliuretanice cu cele doud medicamente -
nistatind i rifampicina. Se pune in evidenta corelatia structura-proprietati de eliberare in functie
de concentratia in grupari uretanice sau de compozitia segmentului ,hard” din poliuretanii
sintetizati. In capitolul V este prezentati sinteza si obtinerea unui alt tip de sistem poliuretanic
pe baza de poli(etilen glicol). Se analizeaza corelatia structura-proprietati de eliberare pentru
doua concentratii in grupari uretanice, proprietatile biomedicale ale poliuretanilor obtinuti si
activitatea antimicrobiana a sistemelor poliuretan-medicament.

Capitolul VI discuta sinteza, proprietatile biomedicale ale unor poliuretani pe baza de
poli(caprolactona) diol cu doi diizocianati alifatic si aromatic si analizeaza din punct de vedere
spectral si al suprafetei, sistemele poliuretanice cu cele doua medicamente studiate: nistatina i
rifampicina. fn final este analizati activitatea antimicrobiand a sistemului poliuretanic cu
medicamentele incorporate. Capitolul VII prezintd principalele concluzii evidentiind
contributiile originale ale lucrarii.

Referintele bibliografice consultate pe parcursul studiilor efectuate incheie lucrarea.
Rezultatele obtinute pe parcursul acestei teze au fost valorificate prin publicarea §i trimiterea
spre publicare a 6 lucréri, intre care 4 la reviste cu coeficient de impact, precum si in
comunicarea a 5 lucrari la manifestéri stiintifice interne i internagionale.

Teza de doctorat se extinde pe 148 pagini si contine 94 figuri, 25 tabele, 15 ecuatii i 206 citari
bibliografice. Rezumatul tezei de doctorat respectd denumirea capitolelor, numerotarea figurilor,

tabelelor si a referintelor bibliografice din teza.



II1.1.Concept experimental

Domeniul eliberdrii sustinute a unei game largi de medicamente constituie obiectul de
studiu a numeroase echipe de cercetare, din intreaga lume, vizand aplicatii farmaceutice,
cosmetice i biomedicale.

In ultimele decenii s-a urmarit obtinerea unor sisteme de eliberare sustinuta a
medicamentelor in dorinta de a obtine o eliberare prelungita a diverselor principii active
solubile sau insolubile in apd, cu viteze de eliberare care sd permitd reducerea numarului de
administréri zilnice si nu in ultimul rand sa imbunatateasca complianta pacientului. Scopul
multor cercetdri a constat in obtinerea unei viteze adecvate de eliberare a principiilor active
alese cu scopul asigurarii unor concentratii in sange situate in domeniul terapeutic si pentru o
duratd dorita.

Interesul legat de utilizarea materialelor poliuretanice in formularea unor sisteme de
eliberare sustinutd cu rifampicind sau nistatina este de actualitate datorita necesitatii de
prevenire a infectiilor care au loc in diferite aplicatii biomedicale: de la implanturi vasculare
pana la infectiile de la nivelul tesutului moale, al pielii. Materialele poliuretanice au fost alese
organismul uman. Acestea au aplicaii nelimitate in domenii precum industrie, medicina, dar
s in cosmetica.

In urma analizei rezultatelor stiintifice din domeniul utilizarii materialelor
poliuretanice in aplicatii biomedicale, s-a optat in aceastd lucrare pentru o strategie de

cercetare ce a avut ca obiectiv central:

Obtinerea de sisteme poliuretanice pentru eliberarea sustinuti a unor

antimicrobiene in scopul prevenirii aparitiei infectiilor in aplicatii biomedicale.

Pentru atingerea acestui obiectiv cercetarile au fost orientate in doud directii:

-sinteza de poliuretani, studiul biocompatibilitatii si hemocompatibilitatii lor, in scopul
utilizarii acestora in sisteme de eliberare sustinuta si inginerie tisulara.

-obtinerea de sisteme poliuretanice cu principii active §i caracterizarea acestora in
corelatie cu potentialele lor aplicatii biomedicale.

Poliuretanii sintetizati au in structurd diferifi poliesteri §i polieteri de tipul
poli(tetrametilen oxid) diol si poli(etilen glicol) foarte utilizati in aplicatii biomedicale, si
prezintd diferite concentratii ale grupdrilor uretanice. Alegerea a fost datoratd faptului ci
acestea constituie o clasa de materiale cu structuri care permit interactiuni fizice si chimice cu
diferiti compusi moleculari.S-a urmarit formularea sistemelor poliuretanice cu diverse
principii active ca membrane, studiindu-se influenta concentratiei in grupari uretanice si a
tipului de segment dur asupra procesului de eliberare sustinutd, ceea ce constiutie un element

de noutate din punct de vedere al procesului de eliberare.



Valorificarea acestor sisteme s-a orientat spre prevenirea infectiilor in diferite aplicatii
biomedicale precum implanturi, pansamente, poliuretanii avand deja calitati recunoscute
pentru aceste tipuri de bioaplicatii.

II1.3. Obtinerea poliuretanilor

Poliuretanii au fost sintetizati prin procesul de polimerizare in masa, unul dintre cele mai
utilizate procedee industriale utilizate la obtinerea poliuretanilor, in urma céruia nu sunt
deversati din sinteza solventi sau alti produsi moleculari toxici in mediul inconjurétor. S-au
sintetizat poliuretani cu doud concentratii in uretan: 1,5 mmol.g”" respectiv 2,5 mmol.g”" dupa
metoda utilizatd anterior [140]. Reactia de sinteza a inceput cu deshidratarea poliolilor, la vid,
la 120°C timp de 2 h. Reactia cu diizocianat s-a realizat sub agitare, la temperatura de 85°C, in
solutie de DMF, iar butandiolul a fost addugat la temperatura de 60°C . Polimerizarea a fost
intreruptd, atunci cand vascozitatea a ajuns la 7200 respectiv 7000 cP, la 20°C cu o solutie de
10 ml alcool etilic: DMF 1:1 (v/v). Produsul obtinut s-a purificat prin precipitare in apd
bidistilata, timp de 3 zile, interval in care apa bidistilata a fost schimbata de céate 3 ori pe zi.
Poliuretanul a fost introdus in etuva pentru uscare la vid.

I11.4. Obtinerea sistemelor poliuretanice-principiu activ

I11.4.1.Prepararea solutiilor poliuretan-principiu activ

Cantitatea de medicament a fost dizolvata in solutia de dimetilformamida (DMF).
Dupa completa dizolvare a medicamentului solutia a fost turnata in solutia de poliuretan DMF
(30%; c=5 g poliuretan). Amestecarea a avut loc timp de 3 ore dupd care solutiile
poliuretanice cu medicament si solutia simpld de poliuretan au fost turnate in vase Petri
(@=110mm) si lasate peste noapte timp de 24 ore.

111.4.2. Prepararea membranelor poliuretan-principiu activ

Obtinerea membranelor poliuretanice din solutiile poliuretan-principiu activ s-a
realizat prin metoda inversiei de fazd, precipitare in non-solvent [140, 142]. Fiecare probd
astfel preparatd s-a precipitat in apa distilatd la temperatura de 45°C si s-a ldsat in aceste
conditii pand a avut loc separarea completd a membranei din vasele Petri. Membranele
poliuretanice obtinute au fost spalate de 3 ori cu apa bidistilata, apoi s-au uscat la temperatura
camerei §i presiune scazuta 0,02 mbar, intr-un interval de 72 ore. Procentul de medicament
eliberat din membrane in apa bidistilata, a fost calculat pe baza unei curbe de etalonare a
medicamentului utilizat in apd bidistilatd. In final s-a stabilit, cantitatea de medicament
ramasa in membranele poliuretanice obtinute prin inversia de faza.



CAPITOLULIV

Sisteme poliuretanice-principiu activ pe baza de poli (butilen
adipat) diol si poli (tetrametilen oxid) diol

in cercetarea stiintifici din aceasti tezi s-a optat pentru alegerea materialelor
poliuretanice datoritd excelentelor lor proprietati fizico-chimice si biomedicale. Pentru
obtinerea unor produse cu aplicatii in prevenirea diverselor infectii de tipul celor nosocomiale,
una din strategiile utilizate a constat in formarea unor sisteme de eliberare sustinutd a
principiilor active. incorporarea de agenti anti-infectivi in matricea polimera reprezinta o
metodd de distrugere a bacteriilor si combate posibilitatea eventualelor infectii residuale
[42].Utilizarea unor sisteme poliuretanice sub forma de membrand, pentru eliberarea sustinuta
a unor medicamente antibacteriene precum nistatina si rifampicina, pot contribui la scaderea
aparitiei acestor tipuri de infectii §i ameliorarea evolutiei lor in timp. Unii dintre poliuretani
utilizati ca biomateriale sunt elastomerii poliuretanici, utilizati in mod curent, intr-o varietate
de aplicatii biomedicale, precum dispozitivele in contact cu sangele, datoritd bunei
biocompatibilitatii i stabilitatii in mediu biologic [42].

Luandu-se in considerare cele mentionate mai sus, s-a studiat posibilitatea sintezei
unor elastomeri poliuretanici, proces urmat de obtinerea unor membrane poliuretanice pentru
includerea si eliberarea unor medicamente antimicrobiene: rifampicina §i nistatina.
Poliuretanii obtinuti au la baza poli(tetrametilen oxid) diol si poli (butilen adipat) diol, fiind
sintetizati cu doud concentratii in grupari uretanice de 1,5 mmol.g" respectiv 2,5 mmol.g™.
Prezenta grupdrilor functionale specifice poliuretanilor si a celor doud medicamente alese au
fost urmarite prin analiza spectrald. S-a analizat formarea interactiilor fizice cu ajutorul
calorimetriei diferentiale de baleiaj. A fost studiatd morfologia la suprafata si in sectiune
precum si proprietatile biomedicale ale poliuretanilor, iar in final activitatea antimicrobiana a

membranelor poliuretanice cu medicamente.

IV.1. Reactia de sinteza

in vederea prepardrii poliuretanilor sintetizati s-a utilizat un polieter poli(tetrametilen
oxid) diol (PTMO) cu masa molard de 2000 Da, poli(butilen adipat) diol (PBA) cu masa
molard de 2000 Da, 1,4 butandiol (BG) si 4,4-diizocianat de difenil metan (MDI), in solutie
de dimetil formamida (DMF) dupa metode publicate anterior [140]. Raportul molar dintre
poliuretani 1:1 :3,8 :1,8 pentru PU; cu concentratia in grupari uretanice de 1,5 mmol.g" si de
1:1:8,6:6,4 pentru PU, cu concentratia in grupdri uretanice de 2,5 mmol.g”. Principial reactia

de sinteza este prezentatd in figura IV.31.
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Where:

p= [cH)-00CCHylrCOO)(CHy R=  -<Cble 1,4 butan diol
Poli(butilen adipat) diol (PBA)

, Ha
P,z -[-O-CHZ-CHZ-CHZ-CHzl-n R'= c

Poil(tetrametilen oxid) diol (PTMO) 4 4-diizocianat de difenil metan

Figura IV.31. Schema reactiei de sinteza a poliuretanilor

Cele doua concentratii in grupari uretanice au fost alese conform studiilor de sinteza
din laboratorul de Poliaditie, Institutul Petru Poni din lasi, unde s-a constatat ca proprietatilor
fizico-chimice ale poliuretanilor nu se modifica liniar cu cresterea concentratiei molare in
grupdri uretanice pe lanful macromolecular. Pentru cazul poli(ester uretanilor), de la o
concentratie in uretan de 2,22 mmol.g'1 iar pentru poli(eter uretan) de la o concentratie in
uretan de 2,42 mmoli.g"', modulul initial de elasticitate isi modifica valoarea, crescand dupa o
dreapté cu o pantd mult mai mare [25,140]. Pana la aceste concentratii majoritatea legaturilor
de hidrogen inter §i intramoleculare se formeaza intre grupdrile uretanice i cele esterice sau
eterice, structurandu-se matricea amorfé a poliuretanilor. Peste aceste valori concentratia in
structuri uretanice ajunge la un punct de cristalizare, unde structurile cristaline se separd de
cele amorfe [140, 25]. Aceste clustere, structuri cristaline, sunt goluri care se produc datorita
efectului de hibridizare intre azot si hidrogen, cu structura in care difuzeazd medicamentul
nostru. Fiind bogat in legaturi de hidrogen, acesta reactioneaza cu gruparea carbonil si
mareste gradul de impachetare a gruparilor uretanice, astfel incat in analiza se observa o

structurare a polimerului, deoarece gruparea uretanica are afinitate asupra gruparii OH, NH,.

IV.2. Analiza structurala a poliuretanilor sintetizati

IV.2.1.Caracterizare prin spectroscopie FTIR-ATR
Spectrele ATR-FTIR ale celor doi poliuretani sunt prezentate in Figura IV.32.
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Figura IV.32. Spectru ATR-FTIR pentru PU, si PU,

Spectrele specifice celor doi poliuretani sintetizati prezinta benzi caracteristice vibratiei de
intindere v (N-H) uretanic cu maximul la 3335, respectiv 3330 cm™ [140]. Picul de la 2942,
respectiv 2943 cm’! este caracteristic vibratiei de intindere asimetrice a gruparii v (CHy)asim 1ar
cel de la 2864 cm™ este caracteristic vibratiei de intindere simetrice v (CHz)sm [140]. Banda
caracteristica vibratiei de intindere v (C-O) prezinta un maxim la 1730, respectiv 1727 em’,
ce apartine gruparii carbonil amorfe, iar picul de la 1712 cm’™, respectiv 1701 cm™ apartine
gruparii carbonil legate [155]. Picul de la 1595 cm™ apartine vibratiilor de valentd ale
legaturilor C-C din ciclurile benzenice ale diizocianatului [140]. Amida II este formatd din
contributia mai multor tipuri de legaturi: vibratia de deformare & (N-H) si vibratia de alungire
v(C-N) si se gaseste la lungimea de unda de la 1532 cm™ [156]. Vibratia de intindere CH, se
giseste la 1414 si 1366 cm™ [156]. Picul de la 1221 cm™ reprezintd 2 tipuri de vibratii de
alungire v(C-N) si de deformare §(N-H) numita si Amida III. Vibratia de intindere a gruparii
v(C-0) din eterul alifatic este suprapusa peste vibratia de intindere a gruparii v(C-O) din ester
si se regiseste la picul de la 1179 cm™ [3]. Intre 1107cm™ i 1078 cm™ se regdseste banda
caracteristica vibratiei de intindere w(-C-O-C) simetrica din functiunile eterice care se
suprapun cu cele din functiile esterice [156] . Picul de la 771 cm™ este reprezentat de CH,
rocking 138]. Obtinerea poli (ester-eter uretan)-ului imbogatit in structuri de tip uretan (PUy),
se caracterizeaza prin prezenta picului de la 1701 em™ caracteristic structurii legate a gruparii

carbonil si deplasarea picului de la 3328 cm™ spre lungimi de unda mai mari.
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IV.5. Test de hemocompatibilitate

Datele experimentale privind influenta concentratiei in grupari uretanice asupra
capacitdtii de coagulare a sangelui sunt prezentate in tabelul 9 si Figura IV.40.

Tabel 9. Marimea cheagului format pe suprafata polimerului in contact cu sangele in conditii

in vitro.

Tip material 50 mm? | Greutate cheag proaspit obtinut (mg)

suprafafa incubata

Cheag martor la 6 min 2,38+1,41

fard polimer

Film colagen bovin 42,543,50

Martor pozitiv

PU, 8,03+1,05
PU, 10,6+1,00

Figura IV.40. Formare cheag de sange pentru PU;, PU,

Interactiile nedorite dintre polimer §i sdnge pot aparea la contactul direct al sangelui cu
diverse dispozitive medicale, precum catetere, stenturi sau valve cardiace. In urma contactului
direct al sdngelui cu polimerii sintetizati s-a observat o crestere in diametrul cheagului, odatd
cu cregterea concentratiei in grupdri uretanice (Tabel 9). Putem astfel afirma cd materialele
astfel obtinute sunt tromborezistente, atunci cand sunt puse in contact cu sangele uman dupa
cum atestd testele efectuate. Masa cheagului obtinut este de patru sau de cinci ori superioard
(pentru PU; si PU,) in comparatie cu cea a martorului (cheagul de sange) dar inferioara a celei

obtinute 1n prezenta colagenului.
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IV.6. Studii de biocompatibilitate

Selectia materialelor folosite in diverse aplicatii biomedicale este bazata pe capacitatea
acestora de a nu provoca nici o reactie adversd in contact cu tesutul uman. Totodata, pentru
anumite aplicatii biomedicale este necesar ca materialele testate sa fie biodegradabile in timp
si sd reactioneze cu tesutul uman, evitdndu-se caracterul lor inert in contact cu organismul.
Una din metodele folosite pentru a studia biocompatibilitatea poliuretanilor sintetizati a
constat in viabilitatea celulara. Testele in vitro efectuate pe poliuretanii sintetizati, au fost
efectuate pe o perioad stabilita de timp: 72 de ore. In urma testului de viabilitate celulara,
rezultatele obtinute oferd informatii cu privire la eliberarea unor compusi din poliuretanii
sintetizati care pot influenta negativ dezvoltarea celulard. Prezenta aceluiasi numar de celule
viabile, in momentul contactului cu acestea pe o perioadd determinatd de timp a fost studiatad
cu testul MTT si WST-1.

1V.6.1. Studii in vitro pentru culturi celulare — viabilitatea celulara

Biocompatibilitatea poliuretanilor sintetizagi a fost testatd cu celule fibroblaste din
dermul uman si celule embrionare “kidney”. Protocolul utilizat a fost MTT, avand ca reactiv
sarea de terazoliu i WST-1, un test colorimetric de proliferare celulara. Rezultatele obtinute
in urma testelor au demonstrat cd mai mult din 70% din celulele viabile s-au inregistrat timp
de 72 de ore. In figurile urmatoare sunt prezentate rezultatele testului, MTT, de viabilitate
celulard care confirma non-citotoxicitatea celulara pentru poliuretani sintetizati.
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Figura IV 41. Viabilitatea celulard cu fibroblaste umane pentru PU; si PU,

IV.7. Obtinerea membranelor poliuretani — rifampicina
Obtinerea membranelor poliuretanice cu rifampicina s-a realizat prin metoda inversiei
de faza, precipitare in non-solvent (apa bidistilatd). Precipitarea a avut loc la 45°C, pand in

momentul separarii complete a membranelor din vasele Petri. In urma procesului de eliberare,
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in apa distilata a medicamentelor, concentratiile solutiei ramase in PU-R si PU,-R au fost de
2,2% respectiv 2,6%.

IV.7.1 Analiza structurala

Benzile de absorbtie in ATR-FTIR pentru spectrele membranelor PU,; si PU, si ale
membranelor cu rifampicind snt prezentate in Figura IV.43. Spectrele releva o absorbtie largd
si intensd a benzilor cu maximul la 3335, respectiv 3330 c¢m™, apartindnd vibratiei de
intindere v(N-H) ale hidrogenului legat, iar absorbtiile de la 2943, 2942 cm™ reprezinta
vibratia de intindere v(CH,) asimetrica si simetricé ale segmentului soft [140] .

Carbonilul liber apartine grupdrii uretanice si lantului poliester v(C-O) si se regaseste la
1729, 1728 cm™, iar carbonilul legat apartinind gruparii uretanice se regaseste la 1712,
respectiv 1701 cm™ [3].

Rifampicina prezintd benzi de absorbtie la urmatoarele lungimi de unda: vibratia de
valentd -OH — la 3439 cm’, vibratiile de intindere asimetrice si simetrice v(CH,) la 2970
respectiv 2971 cm’™, iar vibratia de intindere ale carbonilului liber si legat v(C-O) se regiseste
la 1734, 1710 cm™ [162]. Picul intens al vibratiei de intindere v(C=C) se afli la 1565 cm™ iar
picul de la 1020 cm™ apartine vibratiei de intindere v(C-O-C). Forma stericd a rifampicinei,
este considerata forma II, datoritd prezentei celor doua picuri in regiunea carbonilului de la
1714 si 1734 cm’, denumit forma cristalind a medicamentului [163,164].

in tabelul 10 se regasesc benzile de absorbtie ale poliuretanilor sintetizati. Aceste
benzi se suprapun cu benzile de absorbtie ale rifampicinei, ele avand aceleasi tipuri de grupari
si vibrand la aceleasi lungimi de unda.

in spectrele PU;, PU,, PU;-R si PU,-R nu se observa diferente majore intre benzile de
absorbtie, datorita probabil a concentratiei mici de rifampicina de 2,2 % (w/w), 2,6%(w/w),
pentru PUj-R, respectiv PU,-R (Figura 1V.43). Analiza gruparii carbonil in spectrul
poliuretanilor ofera informatii cu privire la formarea legaturilor de hidrogen [165].

Modificari in benzile de absorbtie ale poliuretanilor cu rifampicina sunt cel mai bine
definite la gruparea carbonilului uretanic pentru concentratia de 10% (w/w) in rifampicind in
regiunea 1800-1650 cm™. Absorbanta carbonilului legat se regiseste la picul de la 1700 cm™
si creste in intensitate la concentratia de 10% cu rifampicind, deoarece hidrogenul liber al
rifampicinei interactioneaza cu carbonilul liber al uretanului de la 1728 cm™, formand legéturi
de hidrogen (Figura IV.43).

in regiunea carbonilului de la 1800-1630 cm™, raportul dintre aria benzii de absorbtie
al carbonilului liber si aria benzii de absorbtie a carbonilului legat Ac=o tiver/Ac=0 1egat €ste de
1:1,06 pentru PU, si de 1:1,14 pentru PU,-10% R. Prezenta legaturilor de hidrogen a fost, de
asemenea, studiata intre acesti poliuretani si nistatind [142] .
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Figura IV.43. Spectrele ATR-FTIR pentru R, PUj, PU,, PU;-R, PU,-R

Tabel 10. Benzile de absorbtie ATR-FTIR ale poliuretanilor si poliuretanilor cu rifampicina

Lungimea de unda (em™) | Atribuire Intensitate

PU,/PU;-R | PUy/PU-R

3335/3336 | 3330/3331 v(N-H), hidrogenul legat W, m

2943/2942 | 2943/2942 V(CH2)asim m

2861/2862 | 2858/2862 v (CH2)sim m

1728/1728 | 1729/1728 v (C=0), carbonilul liber al vs
uretanului

1704/1702 | 1701/1701 v (C=0), carbonilul legat al \5
uretanului

1597/1597 1596/1597 v (C=C) inelul aromatic m

1532/1532 | 1529/1532 S(N-H)+ w(C-N), amide II S

1414/1413 | 1413/1413 0 (C-H) leganare si incrucisare ~ w

1220/1220 | 1221/1220 3(N-H) + v (C-N), amida III Vs

1170/1171 | 1106/1107 v(C-0) in grupul eter s

1107/1106 | 1078/1078 V (C-O-C)sim, grupul eter si vs
ester

771/771.3 | 771/771,3 CH, vibratia rocking w

w= slab; m= mediu; s=puternic; vs= foarte puternic
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Figura IV.44. Benzile carbonilului uretanic in regiunea 1800-1630 cm™: negru- PU, si rosu-
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IV.7.2. Analiza terma (DSC)

Rezultatele obtinute pentru cele doud membrane poliuretanice cu rifampicind
investigate sunt prezentate in Figura IV.45. Fenomenul separarii de faza cristalin-amorf, apare
atunci cdnd concentratia in structuri uretanice depaseste 2,2 mmol.g” [140]. Cresterea valorii

Tg-ului pentru cei doi poliuretani exprima posibila interactie dintre rifampicina si poliuretani

[166, 167].

Figura IV.45. Calorimetria diferentiala de baleiaj pentru PU,, PU;-R, PU,, PU,-R
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IV.7.3. Unghi de contact si determinarea energiei libere

Proprietatile hidrofile §i hidrofobe ale suprafatei sunt importante in studiul
molecular fac posibild reorganizarea sa, in scopul credrii unei suprafete bogate in grupari
hidrofile si hidrofobe [168]. Acest lucru poate fi de asemenea determinat si prin variatia
cantitdtii segmentului hard in structura poliuretanilor [169]. Suprafetele solide pot fi
caracterizate prin masurarea unghiului de contact, compus din interactiile celor trei suprafete
descrise prin ecuatia lui Young[170]. In tabelul 11 sunt prezentate valorile unghiului de
contact. PU; (98°) are o valoare mult mai micd decit PU, (122°). Aceste variatii pot fi
atribuite modificarii structurale de la suprafata poliuretanilor [171]. Studii din literaturd au
ardtat o crestere a caracterului hidrofob odata cu cresterea cristalinitatii poliuretanilor [172].
Rifampicina este consideratd un medicament hidrofil, solubil in pH=74 (fosfat tampon)
[173]. in tabelul 11 sunt prezentate valorile unghiului de contact obtinute pentru poliuretani
simpli si poliuretanii cu rifampicind. Se observd o scddere usoard a unghiului de contact
pentru poliuretanii cu rifampicind, datoritd probabil a concentratiei mici de rifampicind in
poliuretan.

Energia liberd la suprafatd (ysv), a fost determinatd prin masurarea unghiului de
contact cu apa bidistilata si etilen glicol. Aceasta este o marime care este descrisa de doua
componente: cea polard (yPsy ) care include doua tipuri de interactii dipol-dipol si dipol- dipol
indus si cea dispersa (y%yv) reprezentatd de interactiile van der Waals [174]. Valorile energiei
libere de suprafat (ysv), ct si a celei polare (yPsy) si disperse (y%sy) au fost obtinute conform
metodei Owens-Wendt-Rabel si Kaelbe [148,170]. Lucrul de adeziune (W,), componentd
dispersa (y'sy) si component polara (y’sy) ale energiei de suprafati se regasesc in tabelul 11.
in urma rezultatelor obtinute se observi o scidere a componentei polare si a lucrului de
adeziune, odatd cu cresterea componentei disperse §i concentratiei in uretan pentru
poliuretanul PU,.

Pe de altd parte, o scadere in valorile unghiului de contact si o crestere in energia
libera la suprafatd si a lucrului de adeziune pentru ambii poliuretani cu rifampicind, poate fi
atribuitd interactiilor dintre rifampicind si carbonilul grupei uretanice din matricea polimera.
In plus, in urma scaderii unghiului de contact, udarea suprafetei este mult mai buna.

Udarea poate influenta eliberarea rifampicinei astfel incat eliberarea mai rapida poate
preveni adeziunea initiald a bacteriei datoritd efectului antiseptic (mai mic decat concentraia
terapeutica a medicamentului) [162]. in functie de valorile unghiului de contact se va observa
o cantitate mai mare de eliberare a rifampicinei pentru PU;-R in comparatie cu poliuretanului

PU,-R cu rifampicina.
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Tabel 11. Unghiul de contact cu apa bidistilata, lucrul de adeziune, energia libera la suprafata

si componentele disperse si polare ale masuratorilor energiei libere la suprafata

0(° W YsL Ysv sy Tsv
Probe
mN/m mN/m mN/m mN/m mN/m
PU, 98,0 62,6 31,9 19,6 2.2 19,6
PU, 112,0 455 47,0 28,8 0,1 28,6
PU-R 90,0 72,8 31,9 31,9 2,3 29,5
PU,-R 104,8 54,1 47,7 43,0 02 42,7

IV.7.4. Microscopia de forta atomica (AFM)

in imaginile de microscopie de fortd atomici s-au analizat topografia suprafetei

membranelor poliuretanilor si a poliuretanilor cu rifampicina (Figura IV.46). S-au obtinut

imagini tridimensionale cu modificari pe suprafata acestora, indicdndu-se posibilele interactii

dintre gruparea uretanica si rifampicina. Factorul de rugozitate pentru PU,-R este de 1,0366 si
pentru PUy-R este de 1,00781. Astfel, suprafata PU,-R este mai neteda decat suprafata lui
PU;-R. Acest lucru poate fi explicat prin simplu fapt ci o suprafatd mai rugoasa constituie o

arie mai mare pentru eliberare si suportd astfel ideea influentei suprafetei in eliberarea

medicamentului [175].

Figura IV.46. Imaginile AFM pentru PU;, PU,, PU;-R, PU,-R
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IV.7.5. Microscopia electronica de baleiaj (SEM)

Suprafetele sectiunilor pentru membranele cu rifampicina inainte si dupa eliberare sunt
prezentate in Figura IV.47. Mecanismul de patrundere a apei prin membranele microporoase
este complex, in comparatie cu un transport simplu a moleculelor de apa prin diverse
microcapilare. Membranele poliuretanice cu rifampicind analizate in sectiune prin
microscopie elctronicd de baleiaj prezintd pori interconectati, de diferite dimensiuni. Astfel,
datoritd porilor mari, mecanismul care guverneaza difuzia poate fi cel Fickian iar eliberarea
cineticii de tip zero nu poate fi atinsa [176].

(A) (B)

© (D)

Figura IV.47. Imaginile SEM in sectiune pentru PU;-R inainte si dupa eliberare (A) (B) si PU,-R
inainte si dupa eliberare(C) (D)
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IV.7.6.Studiul eliberarii in vitro

Comportamentul de eliberare a rifampicinei din membranele poliuretanice a fost studiat
in tampon fosfat pH=7,4 la 37°C (Figura 1V.48). Profilurile de eliberare pentru cei doi
poliuretani cu rifampicina PU;-R si PU,-R sunt similare, in prima etapa se observa un “burst”
initial fiind urmatd de o eliberare prelungitd a rifampicinei din membranele poliuretanice.
Eliberarea acesteia se datoreaza, pe de o parte de concentratia in gruparile uretanice; pentru
poliuretanul PU;-R se elibereaza o cantitate mai mare decat pentru PU,-R. in urma analizei de
regresie liniard pentru experimentele cu rifampicina in intervalul 48-216 h se observa ca in
cazul PU;-R se elibereaza 0,0142 pg/mL in timp ce PU,-R elibereaza doar 0,0121 pg/mL,
sugerand astfel o eliberare sustinutd a rifampicinei din matricea poliuretanica. Valorile
obtinute in urma eliberdrii sunt mult mai mari decdt concentratia minim inhibitorie a
rifampicinei pentru bacteriile Gram-pozitive [177,178]. Efectul unei eliberari prelungite
pentru cazul concentratiei in uretan de 2,5 mmol.g” a fost observat gi la eliberarea nistatinei
[142].

25 T T T T

Cantitatea de rifampicina eliberati cumulativ pg/ml

5S¢ —=—PU R ]
e PU-R
0 T T T T T
0 50 100 150 200 250
Timp(h)

Figura IV .48. Curba de eliberare a rifampicinei din PU;-R si PU,-R

IV.7.9.Activitatea antibacteriana

Eliberarea rifampicinei din membranele poliuretanice, in primele momente (1 ord),
asigura o concentratie de medicament, mult mai mare decat concentratia minim inhibitorie
pentru bacteriile gram pozitive (mai micd decat 0,008 pg/mL pentru meticilin-resistant
S.aureus (MRSA) si <0.0016 pg/mL decat S. epidermidis RP 62 A prezentate in Figura
1V.50 [177, 178]. Concentratia minim inhibitorie a rifampicinei impotriva P.A4eruginosa a fost
determinata prin metoda dilutiilor in mediu lichid, fiind de 9 pg/mL. Diametrul zonei de
inhibitie a rifampicinei a fost evaluat prin testul “plate transfer”. Efectul antibacterial s-a
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mentinut pe o durata de 9 zile, printr-o difuzie lenta a rifampicinei, dar suficient de activa in
cazul S.epidermidis. Toate membranele cu rifampicind se caracterizeaza printr-un diametru al
zonei de inhibitie, masuratd pe plicile Petri acoperite cu S.epidermidis si P.Aeruginosa, in
timp ce la martor (poliuretanul fard medicament), nu s-a observat aparitia acestei zone de
inhibitie. Rifampicina este un antibiotic mai putin activ impotriva bacteriilor negative, precum
E.coli, in timp ce speciile de Pseudomonas Aeruginosa sunt intrinsec rezistente la rifampicind
[183]. Cu toate acestea, dupa cum se poate observa din profilele de inhibitie prezentate in
Figura IV.50, diametrul zonei de inhibitie pentru PU;-R este mult mai mare decat PU,-R
pentru cele doua bacterii studiate. Studiul de eliberare a rifampicinei, din amestecurile cu cei
doi poliuretani este in corelatie cu diametrul zonei de inhibitie a membranei cu rifampicind, o

zona de inhibitie mai mare in cazul poliuretanului PU;-R fata de cazul PU,-R.

Diametrul zonei de inhibigie(mm)
Diametrul zonei de inhibitie (mm)

0 50 100 150 200 250
Timp (h) Timp(h)

Figura IV.50. Diametrul zonei de inhibitie pentru PU;-R si PU,-R importiva A) S.
Epidermidis B) P.Aeruginosa

IV.8. Obtinerea membranelor poliuretani — nistatind

Prepararea membranelor poliuretani-nistatina

Au fost obtinute un numdr de patru membrane poliuretanice incdrcate cu nistatind
conform metodelor descrise in capitolul III. Concentratiile medicamentului in membrane dupa
separarea, spélarea si uscarea acestora au fost de :1,6%, 4,1%, 7,9%, 11,9% pentru PU;-N si
1,8%, 4,7%, 9,1%, 13,3% pentru PU,-N, respectiv.

1V.8.1. Analiza structurala a sistemelor poliuretani-nistatina
Poli(ester-eter) uretanii i membranele poliuretanice cu nistatind au fost caracterizate prin
spectroscopie ATR-FTIR. Comparatiile dintre spectrele ATR-FTIR ale poliuretanilor si ale
membranelor poliuretanice cu diferite concentratii de nistatina sunt reprezentate de Figurile
IV.51, IV.52. O prima constatare este aceea a suprapunerii benzilor de absorbtie ale nistatinei
cu cele ale poliuretanilor. Astfel, benzile de absorbtie caracteristice poliuretanului ester-eter

aromatic se regdsesc aproximativ la acelasi numar de undd la ambii polimeri, diferenta
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constand 1n principal in raportul absorbantelor Ac-o tiber/Ac=0 I1egar din intervalul 1800-1628
em™. Daci la PU; absorbanta carbonilului uretanic legat este la 1712 cm™ aceasta este mai
accentuata pentru poliuretanul al doilea la 1701 em’, datorita cresterii concentratiei in grupari

uretanice de la 1,5 mmol.g" la 2,5 mmol.g”' si a prezentei separarilor de fazi [140,142].

3000 2000 1000

Numir de undi, em™!

Figura IV.51. Spectrele ATR-FTIR PU; si PU;-Nistatina (diferite concentratii)

- u 7
4000 3000 1500 1000 500

Numir de undi, cm™!

Figura IV.52. Spectrele ATR-FTIR PUj si PU,-Nistatina (diferite concentratii)
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Figura IV.53. Spectrul ATR-FTIR Nistatind

Benzile corespunzitoare lungii de unda de 3325 si 3329 cm™ sunt produse de vibratia de
intindere cacracteristica v(N-H) legat. Picurile de la 2939, 2858 si 2936, 2863 cm™ sunt
reprezentate de vibratiile caracteristice de intindere asimetrice §i respectiv simetrice ale
grupdrii v(CHy) [3]. Vibratia de intindere a gruparii carbonil se regaseste la 1727 si 1729 cm™
apartinand lanfului poliesteric si gruparilor uretanice libere, iar picurile de la 1712 si respectiv
1701 cm™ apartin vibratiilor de intindere ale grupirilor carbonil din structurile uretanice
legate prin legaturi de hidrogen [140].

Spectrul ATR-FTIR al nistatinei (Figura 1V.53) prezintd maxime ale benzilor de
absorbtie situate la : 3399 cm™- datoritd vibratiei de intindere a hidrogenului legat; la 2924,
2824 cm” apare vibratiei de intindere asimetrica CH,; la 1720 cm™ se regaseste vibratia de
intindere a carbonilului de la ester si acidul carboxilic; picurile de la 1572, 866 cm’', sunt
corespunzitoare dublei legituri CH=CH; la 1403 cm™ apare vibratiei de deformare v(-CH)
iar la 1064 cm™ datoritd gruprilor hidroxil din nistatini [184,185,186]. Aceste benzi de
absorbtie se suprapun peste benzile de absorbtie din poliuretanii PU, respectiv PU,, care au
aceleasi tip de grupari si vibreaza la aceeasi lungime de unda. Din aceasta cauzd, banda de
absorbtie de la 3506 cm™ (reprezentata de hidrogenul liber al grupirii -NH-COO- sau —~OH si
-COOH de la nistatind), este foarte bine definitd in spectrul asociat blendurilor PU,-nistatind
la concentratiile de 30% si 40%. Pentru concetratiile in nistatind mai mici de 30%,
hidrogenul se leagd de gruparile polare din carbonilul esterului, uretanului si eterului,
fenomen ce accentueaza compatibilitatea dintre cei doi compusi odatd cu formarea unor

blenduri bine structurate.

1V.8.2. Analiza termica (DSC)
in acest experiment, temperatura de tranzitie sticloasi (Tg) furnizeazi informatii

legate de interactiile dintre lanfurile poliuretanice si nistatina (Figura [V.54). Cresterea valorii
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Tg-ului conduce la formarea legdturilor de hidrogen dintre medicament si poliuretani [186],
medicamentul jucand rolul de antiplastifiant [187]. Temperaturile de tranzitie la PU;, PU, si

amestecurile formate cu nistatina sunt prezentate pe curbele din figura IV.54.
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Figura IV.54. Curbele DSC pentru PU,, PU, si amestecuri cu diferite concentratii de nistatinad

Valoarea mai mica a Tg-ului pentru poliuretanul PU, In comparatie cu PU, se datoreaza
diferentei in concentratia de grupri uretanice. Primul poliuretan contine 1,5 mmol.g” iar cel
de-al doilea contine numai 2,5 mmoli.g” grupe uretanice. Fenomenul se datoreaz separarii de
faza amorf-cristalin, care este intdlnitd la poliuretani, atunci cadnd concentratia in structuri
uretanice depaseste 2 mmol.g” [140]. Valorile Tg cresc odatd cu proportia de nistatini din
matricea polimera, ceea ce aratd cd nistatina structureaza, prin legaturile de hidrogen,
macromoleculele poliuretanului. in urma interactiilor fizice formate, macromoleculele isi
modifica conformatia iar materialul poliuretan-nistatina devine mai rigid, fapt evidentiat de o
usoara crestere a temperaturii de tranzitie sticloasa cu nistatina incorporata.

IV.8.3.Analiza suprafetei

1V.8.3.1. Microscopie electronica de baleiaj (SEM)

Prin imaginile SEM s-a observat o schimbare in aspectul suprafetei membranei,
reflectata in totalul si dimensiunea porilor atét de la suprafatd cat si in sectiune. Poliuretanii
PU;, si PU, prezinta un aspect macroporos in sectiune. Nistatina modifica numarul porilor,
prin schimbarea parametrilor transferului de masd solvent-apa, in matricea polimerd, in faza
de formare a membranei. In Figurile IV.55-57 se prezinti comparativ imaginile SEM ale
sistemelor poliuretani §i amestecurilor sisteme poliuretani-nistatini. in urma acestui studiu s-
a observat ca mai mult de 60% din porii membranei au un diametru mediu mai mic decat 10
pm si 12,5 um pentru PU; sau PU; si mai putin de 17,05 pm si 17,9 pm pentru PU;-N, sau
PU,-N. Fotografiile aratd o bund distributie a porilor in membrana poliuretanicd formata,
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prezentand pori interconectati cu o medie de 40-70%. In principiu, procesul eliberarii de
medicament este controlat de influenfa concentratiei in grupari uretanice ale poliuretanilor,
dar si de dimensiunea porilor membranei. Poliuretanul cu concentratia in grupari uretanice de
1,5 mmoli.g” determini o eliberare rapid a nistatinei, fapt dovedit experimental. Se observa,
de asemenea, cd prezenta nistatinei determind inchiderea porilor la suprafata membranei,
indiferent de concentratia acesteia. Acest lucru este cunoscut, deoarece in cazul
medicamentele insolubile in apa, formarea porilor in matrici este foarte limitata [117]. In
schimb sectiunile prin membrana releva pori de diametru mai mare §i mai uniformi distribuiti
in masd acesteia fafd de membrana incarcata cu medicament (figurile IV.58, 59).
Medicamentul localizat in cantitate mare pe suprafata membranelor explica i ,,burstul effect”
pronuntat observat pe curbele cinetice de eliberare, in primele momente ale procesului
(cap.IV 8.4).

FiguraIV.55  PU, PU+11.93% N

Figura IV.56. PU, PU,+13,3% Nistatina
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Figura IV.58. PUj(sectiune) PU,+11,9% nistatina (sectiune)

Figura IV.59 PU, (sectiune) PU, +9.1% nistatina (sectiune)

1V.8.4 Studiul ir vitro de eliberare

O caracteristica importanta a sistemelor de eliberare a medicamentului constéd in modul
de eliberare Tn organism. Pentru sistemele studiate membranele poliuretanice au fost imersate
in mediu biologic (pH=7,4 la 37°C) (Figura IV.62). Eliberarea nistatinei din membranele
poliuretanice s-a realizat timp de 216 ore pentru ambele tipuri de sisteme (PU;-N, respectiv
PU,-N). in ambele cazuri, viteza de eliberare a nistatinei creste cu concentratia acesteia in
membrane.

Profilul de eliberare pentru cei doi poliuretani se caracterizeaza printr-un ,.burst” initial
de eliberare, urmat de o eliberare prelungita a nistatinei din matricea poliuretanica. Eliberarea
este puternic influentatd de concentratia in grupari uretanice.

De exemplu din sistemul poliuretan-nistatind PU;-N se elibereaza 10,53 pug/mg dupd 216

ore iar pentru sistemul poliuretan-nistatind PU,-N se elibereaza doar 5,85 pg/mg. Eliberarea
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mai lenta intdlnitd in cazul sistemului PU,-N, se datoreaza pe de o parte concentratiei mai

mici a grupelor uretanice din polimerul matricei, dar si datoritd prezentei interactiilor mai

puternice de tipul legaturilor de hidrogen dintre nistatina si poliuretan. PU;-N are concentratia

in grupdri uretanice de 40% mai micé decét in sistemul PU,-N.

Se poate concluziona astfel ca o concentratie mare de grupari uretanice in matricea

poliuretanica nu favorizeaza eliberarea unei cantitati mari de nistatind din sistemele obtinute.
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Eliberarea nistatinei in timp A) PU;-N si B) PU,-N cu diferite proportii de medicament
(PH=7,4)

Tabel 13. Eliberare medicament in vitro din sistemul PU;-N and PU,-N in pH=7,4

. Eliberarea nistatinei
Cantitate de
L pH 7,4,216 ore
Probe nistatind L . .
Cinetica de eliberare cu ecuatia Korsmeyer-Peppas
pg/mg
ug /mg k n
16,0976 10,53+1,00
41,2813 16,00+1,14
PU-N 79,5186 22,34+1,50 0.5257
119,3217 26,60£1,40 0,0668
18,0899 5,85+1,00
47,2706 8,22+1,50
PU,-N 91,4805 12,10+1,06 0.5275
1339153 13,58+1,01 0,0660
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IV.8.6 Studiul in vitro al activitatii antifungice

Activitatea antimicrobiand a membranelor poliuretan- nistatind a fost evaluatd cu
Candida albicanus, o bacterie care provoacd infectii atdt la nivel dermic cat si la nivelul
cateterelor vasculare. Zonele de inhibitie determinate de membranele cu diferite concentratii
in nistatind, pe aceasta culturd bacteriana sunt prezentate in tabelul 14. La o eliberare de 2,8
ug /mg nistatind la 72 de ore, din sistemul PU,-N, zona de inhibitie este de 12,2 mm, iar
pentru o eliberare de 7,6 ug /mg proba, zona de inhibifie ajunge la 25,3 mm. Toate
membranele cu nistatind studiate au zonele de inhibitie cuprinse intre 12 -25 mm (Tabel 14).
S-a observat cd odata cu cresterea concentratiei de nistatind in membrand, creste §i zona de
inhibitie.

Aceasta inhibifie nu are un parcurs liniar comparativ cu cresterea concentratiei de
nistatind, pe de o parte datorita interactiilor fizice dintre nistatina si poliuretan dar si a difuziei
diferite a nistatinei in agar (suportul utilizat pentru dezvoltarea culturii microbiene) [189].

Tabel 14. Activitatea antifungicd a membranelor poliuretan-nistatind prin metoda difuziei in

agar
Zona de inhibitie,72 h mm Eliberare ug/mg proba
Probe
+SD la72h
28
PUy( 2,8 ug/mg) 12,240,4
PUL( 4,75 ug/mg) 15,440,5 475
PU»( 6,44 ug/mg) 23,5402 6,44
7,6
PUy( 7,58 ug/mg) 25,3+1,0
Nystatin, 100pug/ml 28,1+0,2 B
DMSO - B
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CAPITOLUL YV

Sisteme poliuretanice—principiu activ pe baza de poli(butilen
adipat) diol si poli(etilen glicol)

O aplicatie biomedicald a materialelor poliuretanice obtinute sub formd de film,
membrana, geluri sau nanofibra consta in realizarea unor sisteme de eliberare sustinuta pentru
prevenirea diferitelor tipuri de infectii.Membranele poliuretanice pot fi poroase sau neporoase
[190,191], dimensiunea porilor si interconectivitatea lor avand o influentd semnificativa atat
in procesul de eliberare a medicamentelor cat §i pentru proliferarea si cresterea
celulara. Transportul medicamentului prin membrand depinde de difuzia medicamentului prin
aceasta, datoritd fie cantitdtii de medicament, fie solubilitatii acestuia in mediul de eliberare
[192]. Astfel, atentia este indreptatd spre obtinerea de sisteme care sa elibereze
medicamentele intr-o manierd controlatd si prelungitd [193].Poli (etilen glicol)ul este un
polimer hidrofil, solubil in apa, cu excelente proprietati: este noncitotoxic, biocompatibil,
non-imunogenic si foarte des utilizat in aplicatiile biomedicale [194].Diverse studii pentru
prevenirea infectiilor de pe implanturi au folosit in structura poli (etilen glicol)-ul de diferite
mase moleculare, pentru obtinerea unei eliberari prelungita [195].

in functie de aceste aspecte, in acest capitol s-a propus sinteza unor poliuretani pe bazi de
poli(etilen glicol) si poli(butilen adipat) diol, cu doua concentratii in grupe uretanice specifice
I,Smmol.g'1 si 2,5 mrnol.g'1 precum i, obtinerea unor sisteme de eliberare prelungita in
vederea utilizarii lor in prevenirea infectiilor de la nivelul cateterelor sau a pielii. Capitolul
este consacrat sintezei poliuretanilor pe bazd de poli(etilen glicol) si obtinerii de membrane
poliuretane cu principii active: rifampicind si nistatind. Scopul urmarit privind studiile
efectuate asupra sistemelor membrana poliuretanici/medicament a constat in stabilirea
influentei concentratiei in grupe uretanice asupra eliberarii principiului activ,

bioaplicatii.

V.1. Reactia de sinteza

Poliuretanii sintetizati din poli(etilen glicol), poli (butilen adipat) diol, 4, 4 diizocianat de
difenil metan si butilen glicol cu rapoartele molare de 0,875:0,125:2:1 si 0,875:0,125:4:3 iar
concentratia in uretan 1,5 mmol.g” si 2,5 mmol.g”. Masele molare pentru cei doi poliuretani

sunt 56,750 Da, respectiv 71,960 Da, iar polidispersitatea este de 1,339 respectiv 1,379.
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n HO-P-OH + m HO-P-OH + w HO-R-OH + (n+m+w) OCN-R'-NCO

0 0 0 0 0 o)
l_ i H _ HI PH _HI PhH  H
P=0-C=N-R=N-C-0+-P;—0-C~N-R -N=C-077—+R—-0-C-N-R'-N-C-0+;

Segment soft Segment hard

p= {.(CH2)4-ooc-(cH2)4-cooqlrchz)4- R= -(CHy)s Butilen
Poli(butilen adipat) (PBA)

Py= Jro-cHz-cr-b}r-1 R= ng@—

Polietilen glicol) (PEG) 4.4 dizocianat de difenil metan

Figura IV.63. Schema de sinteza a poliuretanilor

V.3. Absorbtia de apa

Absorbtia de apd a membranelor poliuretanice este prezentata in Figura V.66. O umflare
continua a matricei polimere permite o difuzie sustinutd a moleculelor de principiu activ in
membrana, in procesul de incarcare. Gradul de umflare descreste de la 32% la 24% odata cu
cresterea concentratiei in grupe uretanice de la 1,54 mmol.g” la 2,44 mmol.g” (Figura V.66).
In concluzie deoarece PUs se umfli mai putin decét PUs, eliberarea medicamentului urmeaza

s fie mai rapidd pentru PU; incdrcat cu medicament.

Figure V.66. Variatia in timp a gradului de umflare al membranelor poliuretanice
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V4. Test de hemocompatibilitate

fn scopul aplicarii poliuretanilor studiati, pentru prevenirea infectiilor de la nivelul
cateterelor sau a pielii s-a analizat comportamentul membranelor poliuretanice obtinute in
contact cu sangele uman. Principial, interactiile nefavorabile ale unor materiale cu
componentele sangelui conduc la modificari in proprietatile plasmei sangelui, in urma
incubarii acestuia cu aceste materiale. O crestere a timpului de coagulare descrie interactia
dintre membranele poliuretanice cu adsorbtia de proteind si adeziunea plachetara conducand
la formarea unor suprafete trombogene, cum au fost observate in alte sisteme [196]. In studiul
nostru, valorile obtinute pentru timpul Quick (timp de coagulare), timpul partial de
tromboplastina (APTT) si pentru timpul de prototrombina (PT) sunt prezentate in tabelul 15.

Timpul de coagulare (Quick) si timpul de tromboplastind sunt foarte des determinate
in testele de coagulare. Ele permit evaluarea in vitro a coagularii, testand in principal calea
extrinsecd de coagulare prin timpul Quick si calea intrinseca de coagulare prin timpul de
tromboplastina.

Timpul de prototrombina reflectd la fel eficacitatea sistemului extrinsec. El este
sensibil la variatiile factorilor de coagulare din complexul prototrombic (factorul I
(fibrinogen) V, VII et X). in valorile obtinute nu se observi diferente majore in comparatie cu
controlul, reprezentat de sdngele uman. Aceste nemodificari in plasma sangvind in prezenta
poliuretanilor cu sangele, s-au semnalat de asemenea si in alte studii din literatura [199].

Tabel 15. Proprietati de coagulare

Poliuretani TQ(s) APPT(s) PT (s)
Control (sange inainte de 12,4+0,3 28,6+0,3 11,8+0,3
incubare)

Control (sange dupa incubare) 13,4+0,3 27,6+0,3 12,0+0,5
PUs 13,2+0,2 27,840,5 11,6+0,4
PU,4 12,6+0,6 27,6£0,7 11,8£0,4
Valori de referinta 11-14 26-40 11-13,5

V.5. Teste de biocompatibilitate

Biocompatibilitatea membranelor poliuretanice a fost evaluata prin testul MTT, care are
ca reactant sarea de tetrazoliu. Au fost utilizate celule fibroblaste din dermul uman. Este stiut
din literaturd c@ aceastd metoda de testare a viabilitatii celulare este frecvent aplicatd pentru
testarea toxicitaii punand in evidentd activitatea metabolicd a culturilor de celule [198].
Rezultatele obtinute, impreund cu studiul morfologiei suprafetei certifica biocompatibilitatea
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materialelor poliuretanice studiate. fn figura V.67 se prezinti rezultatele obtinute in urma
testului de viabilitate celulara.

Membranele poliuretanice sunt necitotoxice in contact cu celulele umane. Mai mult de
80% din viabilitatea celulard a fost obtinutd in urma testului de analiza, dupa intervalul de
timp 24, 48 si 72 de ore, in urma incubarii materialelor cu celule. Cel mai mare nivel de
viabilitate celulard a fost observat la poliuretanul PU, de aproximativ 100% (Figura IV.67).
Morfologia celulard este reprezentatd de celulele fibroblaste umane fixate cu ajutorul
protocolului de hematoxilin-eozing, (Figura V.68). Se poate observa, astfel forma normald a
fibroblastelor in ambele culturi de celule incubate cu esantioanele de poliuretan (PUs si PU,)
in comparatie cu controlul negativ (celule fibroblaste umane).

Fibroblastele s-au dezvoltat in mediul de cultura cu membranele poliuretanice, care nu
au avut nici un efect toxic asupra lor. Aceste rezultate Impreund cu viabilitatea celulard

probeaza biocompatibilitatea membranelor poliuretanice.

20 30 40
Timp(h)

Figura V.67. Viabilitatea celulara obtinutd prin metoda MTT

Figura V.68. Microscopie optica a celulelor fibroblaste umane dupa 72 h (A) Control negativ;
(B)PU;; (C) PU,
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V.6. Obtinerea membranelor poliuretanice incircate cu rifampicina

Obtinerea membranelor poliuretanice incarcate cu rifampicina s-a realizat prin metoda
inversiei de fazi, precipitare in non-solvent (apa bidistilata). in urma procesului de incircare,
concentratia medicamentului in cele 2 membrane s-a determinat a fi de 2,6% (PU;-R)
respectiv 2,7% (PUs-R).

V.6.1. Analiza structurali a sistemelor poliuretan-rifampicini

V.6.1.1. Spectroscopie ATR-FTIR

Spectrele ATR-FTIR ale poliuretanilor sintetizati si sistemelor poliuretan-rifampicina
sunt prezentate in Figura V.69. Pozitiile fiecarei grupari functionale ale poliuretanilor
sintetizati se suprapun cu benzile rifampicinei. Forma sterica a rifampicinei consta in forma II,
forma cristalind amintita in capitolul TV. fn figura V.69 sunt reprezentate de benzile de
absorbtie ale membranelor de poliuretani, precum si ale membranelor de poliuretani cu
rifampicind. Rifampicina dupa cum am observat si in capitolul IV prezintd aceleasi benzi de

absorbtie ca si ale membranelor de poliuretani, vibrand la aceleasi lungimi de unda.

Absorbanta (a.u.)

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numir de undi, cm™

Figura V.69. Spectrele R (Rifampicina), PUs, PUy, PUs-R, PUs-R

Schimbarile spectrale specifice de membranele poliuretanice cu rifampicind au fost
analizate la nivelul absorbtiei carbonilului din spectrele cu poliuretani, care pot da informatii
cu privire la formarea legiturilor de hidrogen [165]. In intervalul carbonilului dintre 1800-
1630 cm’, raportul dintre aria benzii de absorbtie a carbonilului liber si cea a carbonilului
total (carbonil liber si carbonil legat), in relatia (A legat C=0: A C=0) pentru PUs este de
0,872 si PUs-R de 0,881, respectiv, iar pentru PUy este de 0,395 si PUs-R este de 0,443.
Schimbarile aparute in strucurile poliuretanilor cu rifampicind sunt atribuite prezentei

legaturilor de hidrogen formate.
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Tabel 17. Raportul intre carbonilul legat si carbonil (liber+legat)

Poliuretani, C=0" legat/C=0"
poliuretani cu

rifampicinad

PU; 0,872

PU;-R 0,881

PU, 0,395

PUs-R 0,443

“Aria (1716-1630 cm™") ; © Aria (1800-1630 cm™)

V.6.2. Analiza termica ( DSC)

in Figura V.70 sunt prezentate curbele DSC pentru PUj, respectiv PU, cu rifampicini si
valorile temperaturii de tranzitie sticloasa (T,). Valorile Tg se regasesc la -33,95 °C si -41,25
°C. Diferenta dintre temperaturile de tranzitie sticloasd ale PUy fatd de PU; se datoreazd
aparitiei fenomenului de separare de faza, intalnit si la poliuretani din capitolul IV. Prezenta
rifampicinei in matricea poliuretanilor determind cresterea temperaturii de tranzitie sticloasa,
in faza amorfa. Acelasi fenomen pentru o concentragie de 3% de rifampicind in poliuretani a
fost studiat i de alti autori [167] , care au constat ca efectul cresterii Tg este in concordanta
cu abilitatea rifampicinei de a forma legaturi de hidrogen [166].

Figura V.70. Curbele DSC pentru PU;, PU,, PU;-R §i PUs-R

V.6.3. Unghiul de contact si determinarea energiei de suprafata

Analiza proprietatilor de suprafata ale poliuretanilor este foarte importantd in stabilirea
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structura poliuretanilor. Unghiul de contact are valori diferite pentru fiecare poliuretan si este
determinat prin interactia dintre cele trei interfete descrise de ecuatia lui Young [170].
Valorile unghiului de contact pentru membranele poliuretanice si poliuretanice cu rifampicind
sunt prezentate in tabelul 18. Hidrofilia scdzuta a poliuretanului PU, poate fi explicatd prin
cantitatea de segment ,,hard” din compozitia sa. De asemenea, rifampicina este considerata un
medicament hidrofil [173]. In tabelul 18 valorile obtinute pentru unghiul de contact scad usor
odata cu concentratia in rifampicina, evident datoritd medicamentului introdus. Lucrul de
adeziune si tensiunea liberd la suprafatd sunt prezentate in tabelul 18.

Cresterea energiei de suprafata poate fi explicata prin prezenta grupdrilor functionale
ale rifampicinei. Valorile unghiului de contact pentru poliuretani pot varia, atat, datoritd
diferentei in structura chimica cat si in configuratia suprafetei si desigur medicamentului
introdus in matricea polimera [171]. Din tabelul 18 se poate observa cé valoarea unghiului de
contact pentru PUs-R este de 70,26° iar pentru PU,-R este de 79,94°. In urma acestei metode
de analizd o consecintd a procesului de eliberare ar fi udarea matricei pentru PUs-R mai

intensd pentru PUs-R.

Tabel 18. Unghiul de contact, lucrul de adeziune, energia libera la suprafatd si componentele polare si

disperse ale energiei de suprafata masurate.

. Energia libera
Unghiul de Lucrul de d

] la suprafata Ysv. Ysv,

Probe contact cu apa adeziune

Ysv, (mN/m) (mN/m)
0(° Wa
(mN/m)

PU; 73,66 £1,0 93,28 30,166 +1,1 23,69 6,47
PU,4 86,77 £0,5 76,89 21,03 £1,2 10,91 10,12
PU;-R 70,26 £1,2 97,38 33,00 +1,1 26,42 6,58
PUsR 79,94 £1,1 85,50 25,10 £0,9 1747 7,63

V.6.4 Microscopia electronica de baleiaj (SEM)

Imaginile SEM pentru membranele poliuretan-rifampicind in sectiune, inainte si dupa
eliberare sunt prezentate in Figura V.71. Acestea au fost analizate cu un software Image J
versiunea 1.42u (valabil de la Institutul National de Sanatate din USA), pentru a obtine o
medie a dimensiunii porilor si a distributiei lor.

Media distributiei porilor pentru fiecare membrana a fost luata din coltul fiecarei
imagini pe o suprafata de 200 pm”. Considerand diagrama de distributie a porilor, se constati
cd membranele poliuretanice analizate inainte si dupa eliberarea rifampicinei (Figura V.72)
prezintd o schimbare in distributia porilor. Astfel la PUs- R, proportia porilor cu dimensiunile
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2,5 57,5 pm’ scade dupi eliberare cu 1,72 % respectiv 11,5%, in timp ce proportia porilor cu
dimensiunile 25, 35, 45 umz, creste cu un procent de 7%, 2%, respectiv 3%.

Acelasi fenomen se observa si la PU4-R, numarul porilor cu dimensiunile 15, 25, 35
um? creste cu 3%, 11%, 7%. Acceptand ideea ci medicamentul este inclus nu numai in
matricea polimera ci si depus pe suprafata porilor, comportamentul amintit mai sus, poate fi
pus pe seama eliberarii rifampicinei. Astfel membrana dintre pori devine mai subtire, iar porii

mai mari.

Figura V.71. PUs-R finainte de eliberarea rifampicinei (A), PUs-R dupa eliberarea rifampicinei (B),
PU,-R inainte de eliberare (C), PUs-R dupa eliberarea rifampicinei

V.6.5. Microscopia electronica de forta atomica (AFM)

Topografia suprafetei pentru membranele poliuretanice si a poliuretanilor cu rifampicina
s-a analizat cu ajutorul microscopiei de fortd atomica (Figura V.73). Factorul de rugozitate
pentru PU;-R este de 1,03407 si pentru PU,-R este de 1,01616 comparativ cu poliuretanii PU;
(1,05127) si PU, (1,03407 ). Rugozitatea crescuta a membranelor cu medicament comparativ
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cu a celor lipsite de rifampicina este datoratd evident prezentei acestuia depus nu numai pe
suprafata porilor ci i pe cea a membranei. Acest lucru poate fi explicat prin simplu fapt ca o
suprafafd mai rugoasd determind o arie mai mare pentru eliberare si conduce astfel la ideea

influentei suprafetei in eliberarea medicamentului [175] .

PU; PUs-R

PU, PUs-R

Figura V.73. Imaginile AFM pentru membranele neincarcate si incarcate cu rifampicina,
PU, PU,,PU,-R, PU,-R

V.6.6. Eliberarea in vitro a rifampicinei

in Figura V.74 este reprezentati eliberarea cumulativa a rifampicinei din matricea
poliuretanica in tampon fosfat pH=7,4 la 37°C. in profilul de eliberare al poliuretanilor PU3-R
si PUs-R se observa un ,,burst effect” initial de eliberare urmat de o eliberare indelungata a
rifampicinei din membrana. Eliberarea este dependentd in principal de concentratia in
grupdrile uretanice : pentru poliuretanul PUs-R este semnificativ mai mare, decat pentru PU,-
R (Figura V.74). Deoarece PUs se umfla mai putin decat PU, eliberarea medicamentului este
mai rapida decdt in cazul PU,-R. in urma analizei de regresie liniara pentru eliberarea
rifampicinei in intervalul 72-216 ore s-a constatat ¢i PUs-R elibereazi 0,0458 pg.mL, iar
PU4R elibereaza doar 0,0284 p.tg.mL’l‘ Cantitatile eliberate sunt mult mai mari decat
concentratia minim inhibitorie (MIC) de catre rifampicind pentru bacteriile Gram-pozitive, ca
si in cazul poliuretanilor studiati in capitolul IV [177,178]. O cantitate mare de grupari

uretanice conduce la o eliberare prelungita a medicamentului. ,,Burst” efectul care se observa
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pe ambele curbe cinetice este datorat,desigur, eliberarii incd din primele momente a
medicamentului de pe suprafata membranei si a porilor acesteia respectiv din straturile

superficiale mai accesibil eliberarii in solutia tampon.

Figura V.74. Curbele cinetice de eliberare a rifampicinei in functie de timp pentru membranele PUs-R
si PUs-R

V.6.8. Activitatea antibacteriana

Activitatea antibacteriana a membranelor poliuretanice cu medicament, s-a studiat
pentru doud bacterii, una gram pozitivd S. Epidermidis RP 62 A si una gram-negativd
P.Aeruginosa ATCC 1544, utilizand agarul Muller-Hinton. Figura V.75 prezintd aspectul
placilor de agar insimantate cu cele doud culturi microbiene. Cantitatea de medicament
eliberatd in prima ord este mult mai mare decdt concentratia minim inhibitorie importiva
bacteriilor gram-pozitive si gram negative amintite in capitolul IV. Diametrul zonei de
inhibitie pentru rifampicind a fost evaluat prin trasfer de placi timp de 216 ore. O inhibitie
scazuta s-a observat in cazul P.4eruginosa, ceea ce confirma si rezultatele din literaturd, ce
atesta rezistenta la rifampicinad a bacteriei P. Aeruginosa [183]. Eliberarea medicamentului
este Tn corelatie cu diametrul de inhibitie determinat de poliuretani cu rifampicind. PUs-R
inhiba o cantitate de bacterii mai mare decat PU,-R. In conditii statice bacteria S. Epidermidis
se caracterizeazd printr-o activitate antibacteriana mult mai eficace §i mai prelungita decat in

cazul bacteriile gam-negative P.Aeruginosa.
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Figura V.75 Diametrul zonelor de inhibitie pentru PU;-R, PU,s-R cu (A) S. Epidermidis, (B)
P.Aeruginosa

Figura V.76. Fotografii ale placilor insdmantate cu culturi microbiene, relevand diametrul zonei de
inhibitie a bacteriilor studiate dupa 96 de ore.

(A) PUs si S.Epidermidis (B) PUs si P.deruginosa (C) PU;s-R S.Epidermidis (D) PUs-R
P.Aeruginosa (E) PUy si S.Epidermidis (F) PU, si P.Aeruginosa (G) PU4-R si S.Epidermidis (H) PUs-
R i P.deruginosa.

V.7. Obtinerea membranelor poliuretani — nistatina

Membranele poliuretanice cu nistatina s-au realizat prin procedeul descris la punctul V.6.,
cel al inversiei de fazd. Concentratiile nistatinei in matricea poliuretanica sunt de 2,6% pentru
PUs-N respectiv 2,7% pentru PUs-N.
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V.7.1. Analiza structurala a sistemelor poliuretani-nistatina
V.7.1.1.Caracterizare prin spectroscopie ATR-FTIR

o] oo W 1

4000 3000 2000 1000

-1
Numar de unda, cm

Figura V.77. Spectrele ATR-FTIR al PUs, PUs, PUs-N, PUs-N

Poliuretanii sintetizati i membranele continand nistatind sunt prezentate in Figura
V.77. Fiecare pozitie al gruparilor functionale pentru poliuretanii sintetizati se suprapune cu
benzile nistatinei deoarece nistatina prezintd aceleasi benzi de absorbtie ca si ale
poliuretanilor sintetizati. Modificarile in benzile spectrelor determinate de poliuretanii cu
nistatind s-au analizat pentru banda de absorbtie specifica carbonilului uretanic care oferd
informatii despre formarea unor legdturi de hidrogen intre cei doi compusi [165].

Pentru intervalul cuprins ntre 1800-1630 cm™, raportul dintre aria benzii de absorbtie
a carbonilului legat si cea a carbonilului total (carbonil liber si carbonil legat), in relatia (A
legat C=0/ A C=0) este pentru PUs de 0,175 si pentru PUs-N de 0,186, iar pentru PUy este de
0,611 si PUs-R este de 0,722. Aceste diferente in spectru se datoreazd evident interactiilor

dintre medicament si nistatind inglobata in matrice.

Tabel 20. Raportul intre carbonilul legat si carbonilul (liber+legat)

Poliuretani, poliuretani . b
L C=0"legat/C=0
cu nistatina

PU; 0,175
PUN 0,186
PU, 0,611
PU/N 0,722

“Aria ( 1716-1630 cm™) ; © Aria (1800-1630 cm™)

39



V.7.2 Analiza termica (DSC)

in Figura V.78 sunt prezentate curbele DSC pentru PUs, respectiv PUy cu nistatind ca si
valorile temperaturii de tranzitie sticloasd (Tg). Valorile T, se regasesc la temperaturi de -
38.95 °C i -42.00 °C. Aparitia diferentelor dintre temperatura de tranzitie sticloasd a PU; si
PU, sugereaza, prezenta fenomenului de separare de faza [120]. Adaugarea nistatinei in
matricea poliuretanica determind o crestere a valorii temperaturii de tranzitie sticloas,
fenomen ce exprima interactiile dintre poliuretan si medicament.

Prezenta legaturilor de hidrogen intre poliuretani §i nistatina a fost studiatd si la o

concentratie de 2% cu aceleasi concentratii in grupari uretanice [142].
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Figura V.78. Curbele temperaturii de tranztie sticloasa pentru PUs, PU;, PU,-N si PU-N

V.7.3. Unghiul de contact si determinarea energiei libere

Mobilitatea si flexibilitatea lanturilor macromoleculare, determina rearanjarea lor pentru
a forma o suprafagd bogatd in grupari hidrofile si hidrofobe [168]. Valorile unghiului de
contact pentru membranele poliuretanice §i cele incarcate cu nistatina sunt redate in tabelul
21. Interactiile polare sunt caracterizate de cele de tip Coulomb dintre dipoli permanenti
[200]. Despre interactiile de tip ,,forte de dispersie” se stie ca pot fi cauzate de fluctuatiile in
timp, in urma distributiei lor in interiorul moleculelor [200].

Unghiul de contact dintre poliuretani si nistatind scade odata cu introducerea nistatinei
in matricea poliuretanica. Cand suprafata poliuretanilor cu nistatind este expusa la picatura cu
apa, componentele mai polare sunt orientate la suprafatd (pentru PU3-N ypSV = 29,37 mN/m
iar pentru PU,-N ypSV=25,48 mN/m).

Aceasta reorientare are ca efect crearea unei suprafete mai hidrofile, cu o valoare a
energiei de suprafatd , (ysv = 34,49 mN/m) pentru PUs-N faa de PU,-N (ysv= 29,18 mN/m).
Unghiul de contact pentru PUs-N este de 69,3°, iar pentru PUs-N este de 79,94°, ceea ce ne

sugereazd o mai mare eliberare a medicamentului in cazul PU;-N.
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Tabel 21. Unghiul de contact, lucrul de adeziune, energia libera la suprafata si componentele
polare si disperse ale energiei de suprafatd masurate pentru doud membrane polimere libere si

incércate cu nistating.

Poliuretani, Unghiul de Lucrul de Energia liberd la Tsv, ydsv,
poliuretani contact cu apa® | adeziune suprafata, ysv, mN/m mN/m
cu nistatina ©) W, mN/m
mN/m

PU; 73,66 £1,0 93,28 30,166 +1,1 23,69 6,47
PU, 86,77 +0,5 76,89 21,03 £1,2 10,91 10,12
PU;s-N 69,3+0,55 97,38 34,49 £1,1 29,37 5,11
PUsN 79,94+0,49 85,50 29,18 0,9 25,48 3,70

V.74. Eliberarea in vitro a nistatinei

fn Figura V.79 este reprezentati eliberarea cumulativd a nistatinei din matricile
poliuretanice in tampon fosfat pH=7,4 la 37°C. Profilul de eliberare al PUs-N si PUs-N se
caracterizeaza printr-un “burst effect” inifial urmat de o eliberare prelungita a nistatinei din
membrand poliuretanica. Fenomenul poate fi explicat prin faptul ca medicamentul difuzeaza
intr-o primd etapd din straturile superficiale ale materialului, din porii acestuia.Eliberarea
nistatinei este dependentd in principal de concentratia in grupdrile uretanice: pentru
poliuretanul PUs-N este semnificativ mai mare decat pentru PU4-N (Figura V.77). Deoarece
PUs se umfla mai putin decat PUs ,eliberarea medicamentului este mai rapida pentru PUs-N
decét in cazul PU,s-N.

Un alt parametru care influenteazd o eliberare prelungitd a nistatinei in matricea
poliuretanica consta in concentratia de uretan din compozitia poliuretanului. Concentratia
minim inhibitorie pentru Candida Albican este cuprinsa intre 4-6 pg/mL [186]. Membranele
poliuretanice cu nistatind asigurd eliberarea acesteia peste concentratia minim inhibitorie,

dupa 3 ore de eliberar

N\

antit
.

Figura V.79. Eliberarea nistatinei in functie de timp pentru membranele PU;-N si PU,-N
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V.7.5. Activitate antifungica

Activitatea antibacteriand a acestor membrane poliuretanice cu medicament incorporat
a fost analizatd fatd de specia bacteriand Candida Albican ATCC 90028. In figura V. 78 se
obsera profilul zonei de inhibitie pentru cei doi poliuretani studiati cu nistatind; PU4-N are o
mai bund activitate antifungicd in timp, in comparatie cu PUs-N. Neconcordanta dintre
profilul de eliberare si zona de inhibitie se poate datora sensibilitatii metodei Kirby-Bauer,
deoarece zona de inhibitie a bacteriei este produsd de o concentratie de antibiotic care
depéseste valoarea concentratiei minim inhibitorie. Acest proces a fost intalnit si in alte studii
de inhibitie bacteriand, unde s-a observat o necorelatie intre profilul de eliberare si inhibitia
bacteriand [195].

Figura V.80. Diametrul zonei de inhibitie PUs-N §i PUs-N
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CAPITOLUL VI

Sisteme poliuretanice—principiu activ pe baza de poli (¢-
caprolactona) diol

Domeniul eliberdrii prelungite poate utiliza astdzi o gama largd de medicamente care pot
fi directionate spre o tumord, sau spre un vas sangvin. Sistemele poliuretanice cu principiu-
activ sunt utilizate in tratarea bolilor degenerative cronice, precum tulburdrile sistemului
nervos central, a bolilor respiratorii sau cardiovasculare [42], a disfunctiilor celulare si
ingineria tisulara [122]. fn ultimii ani, atentia a fost indreptati spre dezvoltarea unor sisteme
de eliberare pe baza de polimeri biocompatibili, care sd asigure un control al eliberarii pe o
perioada prelungita de timp. Astfel au fost studiati polimeri biodegradabili precum poliesterii,
polianhidridele sau polieteri [122].

Poli(e-caprolactona) diol este un poliester aprobat de Administratia de medicamente i
alimente, ca fiind un material utilizat in implanturile biomedicale [201]. El este un poliester
biodegradabil foarte utilizat in sistemele de eliberare datorita netoxicitatii sale sau a pretului
scazut in comparatie cu alti poliesteri biodegradabili [202].

Pe baza celor amintite, in acest capitol s-a urmarit sintetizarea unor poliuretani avand ca
poli(ester) poli(e-caprolactona) diol, cu doi diizocianati: unul aromatic (4,4 difenil metan
diizocianat) si unul alifatic (4’4-diciclohexil metan diizocianat) precum si studiul influentei
diizocianatului asupra eliberarii de medicamente. Prezenta gruparilor functionale si a
interactiilor fizice dintre membranele poliuretanice si medicamente au fost analizate prin
studii spectrale si calorimetria diferentiald de baleiaj. S-au studiat proprietatile antimicrobiene
ale sistemelor poliuretane utilizate in prevenirea infectiilor, de la nivelul cateterelor, sau ale

tesutului moale, al pielii.

VL.1. Reactia de sinteza

S-au sintetizat poliuretanii pe baza de poli(e-caprolactona) de masa molard 2000 Da cu
rapoartele molare 1:4:3, cu un diizocianat alifatic §i unul aromatic. Masele molare ale
poliuretanilor obtinuti sunt de 46,055 Da respectiv 49,078 Da, iar polidispersitatea este de
1,265 respectiv 1,553.
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Schema V1.81. Schema de sintezi a poliuretanilor

VI1.2.Analiza structurala a poliuretanilor sintetizati

Spectrele ATR-FTIR pentru membranele obtinute la cei doi poliuretani sunt prezentate
in Figura VL.82.

Figura VI1.82. Spectrul ATR-FTIR al poliuretanilor sintetizati

Pentru poliuretanii sintetizafi banda caracteristica vibratiei de intindere v(N-H) uretanic
se gaseste intre 3419-3223 em’, cu maximul la 3328, respectiv 3339 cm’! [120]. Vibratia de
intindere asimetricd a grupdrii v(CHy)asim se regaseste la picul de la 2929, respectiv 2944 cm™
iar vibratia de intindere simetrica pentru gruparea v(CH,)sim, este caracteristica semnalului de
la 2858 respectiv 2866 cm™ [3]. Banda vibratiei de intindere a grupérii v(C-O) este cuprinsi

intre 1790-1662 cm™ cu maxim la 1726, respectiv 1723 cm™, aparfinnd grupdrii carbonil
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amorfe, iar umarul de la 1701 cm'lapar';ine gruparii carbonil legat [140].Vibratia de valenta
ale legaturilor C-C din ciclurile benzenice ale diizocianatului se regaseste la picul de la 1596
em”. Amida II este formata din contributia mai multor tipuri de legituri: vibratie de
deformare 8(N-H) si vibratia de alungire v(C-N). Vibratia de forfecare si leganare & (CH,) se
regiseste la 1414 si 1366 cm™ iar picul de la 1221, respectiv 1230 cm™ reprezinta cele dou
tipuri de vibratii de alungire v(C-N) si de deformare S(N-H) numita si Amida III [142].
Vibratia de ntindere a gruparii v(C-O) din eterul alifatic este suprapusa peste vibratia de
intindere a grupirii v(C-O) din ester fiind reprezentata de picul de la 1161 si 1188 cm™ [156].
Diferenta dintre cei doi poliuretani constd in aparitia picului de la 1596 cm™ specific
inelului aromatic la poliuretanul cu 4,4’-diizocianat de difenil metan §i a carbonilului legat

prin accentuarea picului de la 1701 em™.

V1.3. Studii de biocompatibilitate

Biocompatibilitatea materialelor studiate este foarte importantd in scopul aplicatiilor
biomedicale pentru care ele sunt sintetizate. Astfel, un test de viabilitate celulara a fost
realizat si un studiu al morfologiei pe timp de 72 de ore, pentru a se confirma
noncitotoxicitatea acestora. S-au utilizat celule fibroblaste din dermul uman. Rezultatele
obtinute in figura 85 prezinta o viabilitate de peste 80% pentru materialele obtinute. Cel mai
bun rezultat a fost dat de poliuretanul cu poli(caprolactona) diol si 4,4 diizocianat de difenil
metil (MDI). Astfel de rezultate sunt confirmate si de studii din literaturd in care au fost de
asemenea analiza{i poliuretani alcatuiti din aceeasi componenti, dar cu alte rapoarte molare.
De asemenea, analiza morfologica a membranelor poliuretanice a prezentat o buna dezvoltare
a fibroblastelor timp de 72 de ore (Figura VI.86).

140+
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Figura 1V.85. Viabilitatea celulard a poliuretanilor sintetizati

45



A B C

Figura IV.86. Studiul morfologiei poliuretanilor sintetizati (A) control (B) PUs (C) PUs

VI1.4. Obtinerea membranelor poliuretani- rifampicina

Metoda inversiei de fazd, precipitare in apa bidistilata la 45°C a fost utilizatd pentru
obtinerea membranelor poliuretanice cu rifampicind. Temperatura de precoagulare s-a
mentinut pand in momentul desprinderii complete a membranei de vasele Petri. Dupa ce a
avut loc si eliberarea rifampicinei in apa distilata concentratiile solutiilor ramase in PUs-R si
PU4-R au fost de 2,7% respectiv 2,8%.

VI1.4. 1.Analiza structural a sistemelor poliuretani-rifampicina

VI1.4.1.1. Caracterizare prin spectroscopie ATR-FTIR

in Figura VI.87 se evidentiaza benzile de absorbtie in ATR-FTIR a membranelor
poliuretanice demonstrénd astfel prezenta grupirilor functionale. Picului de la 1596 cm™,
specific inelului aromatic accentueaza prezenta diizociantului aromatic, precum si separarea
de faza din carbonilul uretanic liber si cel legat. Aceste benzi de absorbtie din poliuretanii PUs
si PUs se suprapun peste benzile de absorbtie ale rifampicinei care vibreaza la aceleasi
lungimi de unda. La concentratia de 3% a rifampicinei in poliuretani nu se pot observa

diferente majore la nivelul benzilor de absorbie.
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Figura VL.87. ATR-FTIR pentru spectrele PUs, PUs PUs-R, PUs-R

Picurile caracteristice rifampicinei sunt caracterizate de prezenta la 3439 cm™ a vibratiei
de intindere specificd hidrogenului liber, vibratia de intindere asimetrici si simetricd
V(CHy)asi, V(CHy)sim de la 2970 si 2917cm™ iar carbonilul liber si legat se regdseste la
vibratiile de intindere de la 1734, 1710 cm'1[144]. Vibratia de intindere v(C-O-C) se regéseste
121020 cm™.

Diferitele schimbari spectrale determinate de membranele poliuretanice cu rifampicina au
fost analizate dupd aceeasi metoda ca si la celelalte sisteme, la nivelul absorbtiei carbonilului
uretanic care poate oferi informatii despre prezenta legiturilor de hidrogen [165]. in tabelul
22, s-a analizat raportul dintre banda absorbtiei carbonilului legat §i a carbonilului total
(carbonilul legat+carbonilul liber). Se observa o usoara crestere a ariei matricei poliuretanice

cu rifampicing, ceea ce poate fi pusd pe seama formarii legaturilor de hidrogen.

Tabel 22. Raport intre carbonilul legat si carbonilul (libert+legat)

Poliuretani, poliuretani cu . b
. L C=0" legat/C=0
rifampicina
PUs 0,843
PUs-R 0,856
PUs 0,361
PUs-R 0,372

* Aria ( 1716-1630 cm™)/°Aria (1800-1630 cm™)

V1.4.2. Analiza termica (DSC)
Rezultatele obtinute pentru cele doud membrane poliuretanice cu rifampicind sunt
prezentate Tn figura VI.88. Se observd o crestere a valorii temperaturii de tranzifie sticloasd

(T,) pentru cele doud serii de poliuretan. Pentru poliuretanul PUs se observa o valoare a Tg-
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ului de -62.90°C [203] iar pentru PUs-R de -55.94°C. Tn ceea ce priveste poliuretanul PUs
valoarea este de -46.28°C iar pentru PUs-R este de -40.84°C. Aceasta crestere a temperaturii

de tranzitie sticloasa poate fi datoratd prezentei interactiilor observate i in capitolul IVsi V.
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Tg = - 46.28°C
ACp= 0.3103 Jig°C

-80

T T
-40 -30 -20 -10 0 10
Temperatura (°C)

Figura VI1.88. Calorimetria diferentiala de baleiaj pentru PUs, PUs-R, PUg, PUg-R

VI1.4.3. Unghiul de contact si determinarea energiei de suprafata

Unghiul de contact dintre poliuretani si rifampicind scade odatd cu introducerea

medicamentului in matricea poliuretanica. Datorita structurii complexe a rifampicinei in

amestecul acesteia cu matricea poliuretanicd, macromoleculele de la suprafata isi schimba

conformatia locald, astfel incat in momentul expunerii la picatura de apd, componentele

polare au tendinta de a se orienta spre suprafatd.

Tabel 23. Unghiul de contact pentru poliuretani si pentru cei incarcati cu rifampicina

0(°) W, Ysv, v, sy,
Probe
mN/m mN/m mN/m mN/m
PUs 87,10 76,47 25,15 6,34 18,80
PUgs 104,08 55,08 19,96 1,15 18,51
PUs-R 81,06 84,10 2431 17,65 6,65
PUs-R 90,83 71,73 26,99 3,199 23,79

in tabelul 23 sunt prezentate valorile unghiului de contact . Pentru PUs valoarea unghiului
este de 87,10° este mult mai micd decat PUs (104,08°). Aceste variatii pot fi atribuite
modificarilor structurale de la suprafata poliuretanilor. Dupa cum s-a prezentat in capitolul
anterior rifampicina este un medicament hidrofil [172]. In tabelul 23, sunt prezentate valorile
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unghiului de contact obtinute pentru poliuretani simpli si poliuretani cu rifampicind. Scaderea
lentd a valorilor unghiului de la suprafata, pentru poliuretanii cu rifampicina, se datoreaza

probabil concentratiei in rifampicind a membranei poliuretanilor.

V1.4.4. Studiul de eliberare in vitro

Comportamentul de eliberare a rifampicinei din membranele poliuretanice a fost
studiat n tampon fosfat pH=7,4 la 37°C. Profilurile de eliberare pentru cele doua sisteme
obtinute se caracterizeaza printr-un “burst efect”initial si o eliberare prelungita a rifampicinei
din membrana poliuretanica. Pentru poliuretanul cu diisocianat alifatic s-a observat o cantitate
mai mare de eliberare a medicamentului, datoritd probabil a diferentei de structurd din
matricea poliuretanicd si a legaturilor de hidrogen care se formeazd. Aceastd eliberare
prelungita a medicamentului din matricea poliuretanicd constituie un avantaj pentru

prevenirea infectiilor de la nivelul cateterelor vasculare, sau in cazul tesutului moale, al pielii.

Figura V1.89. Curba de eliberare PUs-R, PUs-R in pH=7,4

VI1.4.5.Studiul activititii antimicrobiene

In figura VI.90 este prezentat diametrul zonei de inhibitie a poliuretanilor cu
rifampicina studiat importiva culturilor microbiene gram negativ si gram pozitiv. S-a observat
o corelatie a zonei de inhibitie cauzata de eliberarea rifampicinei in agarul insamantat cu
culturile bacteriene, cu profilurile de eliberare a celor doi poliuretani cu rifampicina in tampon
fosfat pH=7,4. Pentru poliuretanii simpli fard medicament incorporat nu s-a putut inregistra
nici 0 zona de inhibitie. Perioada de timp si diametrul zonei de inhibitie este corelata cu
rezistenta medicamentului la cultura bacteriana studiata. S-a dovedit in diferite studii din
literaturd, rezistenta rifampicinei la bacteriile gram negative, in special la P.4eruginosa.
Astfel, timpul mai scurt, si gradul mic de inhibitie al rifampicinei impotriva bacteriei gram

negative este justificat prin efectul inhibitor specific fiecdrei bacterii. Pentru Staphilococus
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Epidermidis perioada de inhibitie a fost prelungitd, s-a ajuns la 8 zile de inhibitie, n
comparatie cu P.Aeruginosa la care perioada a fost de maxim 4 zile.

2
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5
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Diametrul zonei de inhibitie (mm)

Timp (h)

Figura V1.90. Diametrul zonei de inhibitie pentru bacteriile S.Epidermidis RP 62 A, P.Aeruginosa
ATCC 1544.

VL.5. Sisteme poliuretani-nistatina

Pentru poliuretanii pe baza de poli (caprolactona) diol cu nistatind, obtinute prin inversia
de faza, concentratiile finale in matricea poliuretanica sunt de 2,7 % pentru PUs-N si 2,9%
pentru PUg-N.

VL5.1.Analiza structurali a sistemelor poliuretani-nistatina

V.5.1.1. Spectroscopie ATR-FTIR

Figura V1.91. Spectrul ATR-FTIR al PUs, PU,, PU;-N, PU,-N

Poliuretanii sintetiza{i $i membranele contindnd nistatind sunt prezentate in Figura
VIL.91. Deoarece nistatina prezinta benzile de absorbtie la aproximativ aceleasi lungimi de
undé cu ale poliuretanilor studiati, pentru a stabili diferitele modificari in spectre s-a studiat
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banda specifica a carbonilului. Modificdrile in benzile spectrelor detreminate de poliuretanii
cu nistatind s-au analizat pentru banda de adsorbtie specificd a carbonilului care oferd
informatii despre formarea unor legaturi de hidrogen intre cei doi compusi.

Pentru intervalul 1800-1630 cm’, raportul dintre aria benzii de absorbtie ale
carbonilului legat si cea a carbonilului total (carbonil liber si carbonil legat), in relagia ( A
legat C=0/ A C=0) pentru PU; 0,182 si pentru PUs-N 0,196, iar pentru PU, este de 0,721 si
PUsR este de 0,780. Aceste diferente mici, se datoreaza probabil interactiilor dintre

medicament §i nistatina inglobatd in matrice.

Tabel 24. Aria gruparii carbonil pentru poliuretani si poliuretani cu rifampicina

Poliuretani,
poliuretani cu | C=0" legat / C=0 (legat + liber)"
rifampicind
PU; 0,182
PU;-R 0,196
PU, 0,721
PUs,R 0,780

“Aria ( 1716-1630 cm™) ; * Aria (1800-1630 cm™)

V.5.2 Analiza termica (DSC)

in figura V.92 sunt prezentate curbele DSC pentru PUs, respectiv PUs cu nistatind,
precum si valorile lor ale temperaturii de tranzitie sticloasa (T,).Valorile lui T, apar la -53,9
°C si -46,28° C. Aparitia diferentei de temperatura de tranzitie sticloasi a PUs si PUs
sugereaza aparitia fenomenului de separare de faza [140]. Adaugarea nistatinei in matricea
poliuretanica determind o crestere a valorii temperaturii de tranzitie sticloasa, fenomen ce se

poate explica prin aparitia interactiilor dintre poliuretani si medicament.

Figura VI1.92. Curbele DSC pentru PUs, PUs, PUs-N si PUg-N

51



V.5.3. Unghiul de contact si determinarea energiei de suprafati

Orice material sintetic sau natural care intrd in contact cu testul viu si cu fluidele
biologice, utilizat ca diagnostic sau terapie si nu afecteazd componentele biologice sau
functiile organismului intreg, poartd denumirea de biomaterial [199]. S-a studiat rolul energiei
libere si a tensiunii interfaciale dintre biomaterial si sange in procesul de aderare sangvind
[204] . Metodele de determinare a energiei libere la suprafaga se bazeaza pe masuratorile
unghiului de contact dintre membrana poliuretanica si picatura de solvent: apa distilata sau
etilen glicol. O valoare a unghiului de contact sub 90° caracterizeaza o suprafata hidrofild, in
timp ce o valoare peste 90° aratd ca suprafata rezistd la udare. In tabelul 25 sunt prezentate
valorile unghiurilor de contact ale membranelor poliuretanice, impreuna cu valoarea energiei

de suprafata.

Tabel 25. Unghiul de contact, lucrul de adeziune, energia liberd la suprafata si componentele
polare si disperse ale energiei de suprafatd masurate pentru membrane pe bazd de poliuretan

libere si incarcate cu nistatina.

Probe 0() W s Vi |7
(mN/m) (mN/m) mN/m | mN/m

PU; 87,10 76.47 25,15 18,8 6,34
PUs-N 81,33 83,7 26,2 24,0 2,16
PUgs 104,07 55,08 19,96 1,02 18,94
PUs-N 89,43 73,53 18,78 11,26 7,51

0 — unghi de contact cu apa, W,— lucru de adeziune, ysy— energia libera la suprafata

Se observa o tendintd de scadere a valorilor unghiului de contact pentru membranele
poliuretanice cu nistatina, datoritd caracterului polar al acesteia. Unghiul de contact pentru
PUs-N este de 81,33° iar pentru PUs-N este de 89,43° , ceea ce ne sugereazd o mai mare

eliberare a medicamentului in cazul PUs-N.

V.5.4. Studiu de eliberare in vitro a nistatinei

Figura VI.93 prezintd eliberarea cumulativa a nistatinei din matricile poliuretanice in
tampon fosfat pH=7,4 la 37°C. Profilul de eliberare al PUs-N si PUs-N se caracterizeaza
printr-un “burst effect” initial urmat de o eliberare prelungitd a nistatinei din membrana
poliuretanicd. Un parametru care influenfeaza eliberare prelungitd a nistatinei in matricea
poliuretanic constd in cantitatea de uretan din matrice. in cazul speciei de bacterie studiati
Candida Albican concentratia minim inhibitorie este cuprinsd intre 4-6 pg/mL [186].
Membranele poliuretanice cu nistatind asigura eliberarea acesteia peste concentratia minim

inhibitorie, dupa 3 ore de eliberare.
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Figura V1.93. Eliberarea nistatinei in func{ie de timp pentru membranele PUs-N si PUs-N

V.5.5. Activitatea antifungica

Pentru sistemele poliuretanice cu nistatind activitatea antifungicd a fost studiatd contra
Candida Albican ATCC 90028. in urma testului antifungic s-a observat o neconcordanti intre
profilul de eliberare si diametrul zonei de inhibitie. Pentru PUs-N s-a obtinut o zona de
inhibitie mai micd decat pentru PUs-N. Aceastd neconcordantd poate fi datoratd difuziei
concentratia de antibiotic produsa depaseste valoarea concentratiei minim inhibitorie,
fenomen intalnit si in alte studii de activitate antimicrobiana [195].

Diametrul zonei de inhibitie (cm)

80 100
Timp ()

Figura V1.94. Diametrul zonei de inhibitie PUs-N si PU¢-N impotriva C.albican
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CAPITOLUL VII

CONCLUZII GENERALE

Materialele poliuretanice au cunoscut in ultimii ani o atractie §i o dinamica deosebita
atat in studii teoretice cat si aplicative, avand ca scop obtinerea unor produse medicale, ca
acestora. In prezent, cercetarea stiintifici din acest domeniu cauti si diversifice si si
amelioreze calitatea implanturilor §i a dispozitivelor de analizd a organismului, si creascd
biocompatibilitatea materialelor poliuretanice ce urmeazd si intre in contact direct cu
tesuturile biologice sau sa perfectioneze sisteme vectoriale performante de eliberare, care sa
conduca la organul tinta, diferite principii active. Lucrarea prezintd rezultate originale privind
obtinerea unor sisteme de eliberare sustinutd pe bazd de materiale poliuretanice si doud
antimicrobiene - nistatina si rifampicina -, pentru prevenirea infectiei in diferite aplicatii
biomedicale.

Rezultatele obtinute pe parcursul cercetarii au permis formularea urmatoarelor

concluzii:

1. Rolul poliuretanilor in domeniul stiintei polimerilor a cunoscut o deosebitd importanta.
Materialele poliuretanice, in particular elastomerii sintetici sunt indispensabili in nenumdrate
aplicatii industriale, medicale si de consum. Poliuretanii constituie o mare familic a
materialelor polimerice cu proprietdti i compozitie chimica foarte diverse. Sunt polimeri
liniari, ramificafi sau reticulati a caror structura este formata din segmente amorfe, in general,
cunoscute in literaturd ca segmente ,,elastice”. Grupdrile uretanice impreund cu alungitorul de
catena de care sunt legate, conferd o ordonare ridicatd a polimerului. Sunt cunoscute ca
materiale biocompatibile si biodegradabile cu numeroase aplicatii biomedicale precum

ingineria tisulard, sau sisteme de eliberare a medicamentelor.

2. Dezvoltarea formuldrilor eliberdrii sustinute este una dintre cele mai importante provocari
in cercetarea farmaceuticd. Matricele hidrofilice sunt unul dintre sistemele cele mai utilizate
pentru controlarea eliberdrii, dar mecanismele implicate in eliberarea medicamentului din
aceste sisteme ale matricelor sunt complexe si depind de muli factori. in general eliberarea
medicamentelor solubile in apa, este bazatd pe mecanismul de difuzie prin stratul de gel, in
timp ce medicamentele insolubile in apa, se caracterizeazd, in general, printr-un mecanism de
eroziune.

Factorii determinanti cu rol important in mecanismul de eliberare sunt dependenti atat
de tipul de medicament ales prin greutatea sa moleculara, solubilitate si doza sa specifica, cat
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si de caracteristicile polimerului. Sistemele de eliberare prelungitd sunt utilizate in diferite
aplicatii biomedicale precum acoperiri de dispozitive medicale, pentru prevenirea infectiilor

de la nivelul cateterelor vasculare sau a pansamentelor la nivelul pielii.

3. Au fost sintetizati poliuretani cu doua concentratii in grupari uretanice: 1,5 mmoli.g”,
respectiv 2,5 mmoli.g”, in care segmentul soft este compus din poli (tetrametilen oxid)diol si
poli (butilen adipat)diol iar segmentul dur din diizocianat aromatic si butan diol, ca alungitor
de catend. Caracterizarea lor spectrald (ATR-FTIR, 'H-RMN) a dovedit prezenta benzilor de

absorbtie corespunzatoare structurilor sintetizate.

4. Testele de biocompatibilitate si hemocompatibilitate efectuate au probat calitatile de
biomaterial ale poliuretanilor sintetizati, evidentiind o bund viabilitate celulard in urma
analizelor realizate prin culturi in vitro de celule fibroblaste din dermul uman si celule

embrionare ,,kidney”.

5. Au fost obtinute sisteme poliuretanice de tip membrana incéarcate cu doua medicamente
antimicrobiene - nistatina i rifampicina -, in mai multe concentratii, prin tehnica inversiei de
faza si precipitare in nonsolvent. Caracterizarea spectrala si termica a acestora (ATR-FTIR,
DSC) au evidentiat aparitia interactiilor fizice de tipul legaturilor de hidrogen intre

medicamente §i poliuretani.

6. Analiza morfologicd a membranelor prin microscopie electronica a evidentiat formarea
unor materiale poroase cu pori interconectati de dimensiuni cuprinse intre 2,5-50 pm si o
scadere a factorului de rugozitate odaté cu introducerea rifampicinei in matricea poliuretanica.

7.Studiul cinetic al procesului de eliberare a medicamentelor din sistemele obtinute a
evidentiat faptul cd eliberarea depinde atdt de concentratia in grupari uretanice cat si de
morfologia suprafetei. Cantitatea cea mai mare de medicament eliberata a fost constatata la
sistemul cu 1,5 mmol.g" grupdri uretanice §i cu o suprafafd rugoasi cum este cazul
rifampicinei. Mecanismul de transport prin membrana si eliberarea medicamentului este

guvernat de procesul de difuzie Fikiana pentru ambele tipuri de sisteme.

8.Sistemele poliuretanice cu medicamente au dovedit o bund activitate antimicrobiand, in
special, rifampicina contra speciilor de stafilococi: Staphilococus Epidermidis RP 62 A pe o
perioadd prelungitd de timp 216 ore. Activitatea antifungicd a nistatinei a fost studiatd contra
speciei bacteriene C.Albican ATCC 90028.

9. S-au sintetizat alte doua tipuri de poliuretani pe baza de poli(etilen glicol) - polieter solubil
in apd — si poli (butilen adipat)diol in segmentul soft, cu concentratia in grupari uretanice de
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1,5 mmol‘g’l, respectiv 2,5 mmol.g'l. Polimerii au fost caracterizati prin metode spectrale,
termice si de analizd a suprafetei, precum si din punct de vedere al caracteristicilor de
biomaterial — biocompatibilitate, hemocompatibilitate -, acestea dovedind posibilitatea

utilizdrii lor in aplicatii biomedicale.

10. Sistemele poliuretanice - rifampicind, respectiv nistatind, sub forma de membrana obtinute
prin procedeul, inversiei de fazd, precipitare in nonsolvent, se caracterizeazd prin interactii
fizice intre medicament-suport poliuretanic, determinate de formarea legaturilor de hidrogen
intre cei doi parteneri. Prezenta rifampicinei in membrana determind o scidere a gradului de
rugozitate al suprafefei acesteia si o crestere in diametrul porilor in urma procesului de

eliberare.

11. Studiile de eliberare a medicamentelor conduc la ideea cd morfologia si compozitia
matricei poliuretanice joacd un rol important in cinetica de eliberare a medicamentului; la o
concentratie in grupiri uretanice de 1,5 mmol.g" sistemul elibereazi o cantitate mai mare de
medicament in comparaie cu poliuretanul a carui concentratie in grupari uretanice este de 2,5
mmol/.g". Aceste tipuri de sisteme de eliberare studiate sunt matrici ce elibereaza, totodati o
cantitate mai mare de medicament pe tot parcursul procesului, in comparatie cu sistemele
discutate anterior care au in compozitie poliuretani pe baza de poli (tetrametilen oxid) diol,
fapt datorat, probabil, prezentei polieterului in structura matricii poliuretanice, polimer foarte
hidrofil si care imprima retelei fizice a materialului un caracter elastic mai pronuntat.

12.Sistemele poliuretani-principiu activ realizate prezintd activitate antimicrobiand intensa,
evidentiindu-se din acest punct de vedere cele contindnd rifampicind, foarte active fata de

Staphilococcus Epidermidis RP 62 A pe o duraté de timp de 216 ore.

13. S-au sintetizat noi poliuretani pe baza de poli(e-caprolactond) diol, polimer biodegradabil
foarte utilizat in aplicatii biomedicale precum inginerie tisulard si sistemele de eliberare
controlatd. in sintezd s-au utilizat doua tipuri de dizocianati, unul aromatic si unul alifatic.
Analizele spectrale (ATR-FTIR, 'H-RMN) au dovedit obtinerea structurilor poliuretanice.
Testele de biocompatibilitate efectuate au sugerat posibilitatea utilizarii acestora la formarea
de noi sisteme pentru eliberarea de medicament, selectdndu-se in acest scop aceleasi

antimicrobiene ca in cazurile anterioare, respectiv rifampicina si nistatina.
14. Analiza sistemelor polimer-medicament obtinute sub formd de membrand a probat

existenta interactiilor de tipul legaturilor de hidrogen intre polimer si medicament, precum si

cresterea hidrofiliei sistemului determinaté de prezenta medicamentului.
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15. Studiul cinetic al procesului de eliberare a medicamentelor a fost extins pentru o perioada
de 216 h, cand se ajunge la echilibru, constatindu-se o influentd accentuatd a segmentului

hard din compozitia poliuretanului asupra procesului de eliberare.

16. Toate sistemele poliuretanice pe baza de poli (caprolactona) diol-medicament evidentiaza
zone de inhibitie ale unor culturi microbiene de tipul Stafilococus Epidermidis, Pseudomonas
Aeruginosa si Candida Albicans, ale caror diametre de inhibitie se mentin continu intr-un
interval de timp, peste 72 ore, in bund concordantd cu cinetica eliberarii in vitro a

medicamentului.

17.Se poate concluziona astfel cd sistemele poliuretanice studiate influenteaza eliberarea de
medicament prin concentratia si natura segementului hard dar si prin morfologia suprafetei. in
mod neasteptat, poliuretanii sintetizati cu diizocianati aromatici prezinta rezultate foarte bune
la testele de viabilitate celulara, in special cei care contin ca polieter poli(etilen glicol)-ul si
poliester poli(e-caprolatond)diol. Poliuretanii prezintd si foarte bune proprietdti de
hemocompatibilitate demonstrate prin mai multe tehnici de analiza. in prezenta unor bacterii
gram negative si gram pozitive si a unei bacterii antifungice sistemele nou formate genereaza
zone de inhibitie al caror diametru de inhibitie se regdseste intr-un interval de pana la 10 zile.

Rezultatele obtinute in prezenta lucrare reprezinta o contributie importantd in
domeniul sistemelor de eliberare sustinutd. Ele au ca aplicatie un domeniu important, cel al
prevenirii infectiilor de la nivelul implanturilor medicale, sau al tesutului moale, pielea.
Astfel, lucrarea de fatd s-a finalizat cu rezultate certe in ceea ce priveste formarea de sisteme
de eliberare sustinuta, si a lasat un drum deschis pentru aspectele care tin de sisteme pe baza
de combinatii a doud antimicrobiene, sau blenduri de poliuretani cu produse naturale de tipul
hidroxi(propil celuloza) sau ulei de ricin cu rezultate promitatoare pentru potentialele aplicatii

biomedicale.
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