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499 PROCEDEU DE OBTINERE A UNOR MICROGELURI
SUPERABSORBANTE BIOCOMPATIBILE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor
microgelurisuperabsorbante biocompatibile cu aplicare
in domeniul medical, farmaceutic si/sau cosmetic.
Procedeul, conform inventiei, constd in amestecarea
continua a microsferelor de polizaharida neutra de tip
curdlan, hidratate in prealabil cu apa bidistilata, adau-
garea unei solutii de hidroxid de sodiu cu o concentratie
de 10...40% in care se dizolva borohidrura de sodiu si

1,2-dicloretan, ca dispersant si agentul de cuaternizare
sintetizat din epiclorhidrina si o aminatertiara, rezultand
o pulbere find formata din microsfere cu o dimensiune
medie de 30...110 um, cu un factor de umflare de
285...1255% si o capacitate de retinere a apei de
185...270 g apa/1 g microsfere.
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PROCEDEU DE OBTINERE A UNOR MICROGELURI SUPERABSORBANTE
BIOCOMPATIBILE

Inventia se referd la un procedeu de obtinerea de microgeluri sferice superabsorbante
prin functionalizarea suplimentard a unor microgeluri neionice pe bazd de polizaharida
(celuloza, curdlan, dextran, pululan, etc) destinate utilizdrii ca materiale purtitoare de agenti
terapeutici, cu proprietdfi superabsorbante, netoxice, destinat dezvoltarii domeniului medical,
farmaceutic si/sau cosmetic.

Microgelurile sunt particule de structuri polimerice reticulate (hidrogeluri cu dimensiuni
micrometrice) obtinute prin diverse procedee de reticulare chimica (covalent) sau fizica
(electrostatic, legaturi de hidrogen, interactiuni de tip Van der Waals, etc.) a unuia sau a mai
multor polimeri. In general, cantitatea de apa retinuta de microgeluri reprezinta in jur de 25%
din greutatea totala a microgelurilor. In cazul in care continutul de apa depaseste 85% din
greutatea totala, hidrogelul se numeste superabsorbant.

In domeniile strategice privind siguranta populatiei precum domeniile medicale,
farmaceutice, cosmetice, biocompatibilitatea si biodegradabilitatea transportorilor de agenti
terapeutici sunt cerinfe primordiale pentru ca materiale polimere vizate sa poata fi utilizate ca
purtitori de substante active sau bioactive. Avand in vedere aceste cerinte, utilizarea polimerilor
naturali, a polizaharidelor (celuloza, curdlan, dextran, pululan, gellan, xantan etc) ca polimeri
de plecare pentru obtinera de transportori rezolva din start aceasta cerinta.

Curdlanul este o polizaharidd neutrd, sintetizatd de microorganismul Agrobacterium
biovar 1 (cunoscuta ca Alcaligenes faecalis var. myxogenes strain 10C3), cu o structura liniara
formata din unitdti de D-glucoza unite prin punti glucozidice B-(1—3) si cunoscuta ca avand
proprietati anti-tumorale [Mycological research 111 (2007) 635 — 652; American Journal of
Immunology 8(2), 38-43, 2012].

Microgeluri sferice pe baza de curdlan neutru se obtin fie prin reticularea chimici a
curdlanului cu un agent de reticulare (ca de exemplu epiclorhidrina) utilizdnd tehnica de

reticulare in emulsie apa/ulei [Carbohydrate Polymers 94 (2013) 889- 898; International
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Journal of Biological Macromolecules 44(3) 2009, 215-221], fie prin reticulare fizicd (ca de
exemplu reactii de chelatizarea cu ioni metalici [CN107828776 (A)-2018-03-23]). Cu toate ca
in procedeul chimic de obtinere este folositd epiclorhidrina ca reticulant, exista studii de
biocompatibilitate care confirma netoxicitatea acestor microgeluri [Carbohydrate Polymers 94
(2013) 889— 898].

Dezavantajul major al acestor microgeluri sferice pe baza de curdlan nativ (neutru deci
neionic) este eliberarea bruscd a agentului terapeutic in organism, ca urmare a retinerii acestuia
numai prin forte de adsorbtie.

Alte dezavantaje ale acestor microsfere de curdlan neionic sunt:

- capacitatea mica de retinere a agentilor terapeutici, deci o eficientd mica de incarcare cu agenti
terapeutici;

- eliberarea brusca a agentilor terapeutici adsorbiti;

- capacitatea mica de umflare (factorul de umflare, g, este 7, determinat in apa distilata, la
temperatura cameret).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia de fafa consta in extinderea domeniului de
utilizare a microgelurilor pe baza de curdlan prin dezvoltarea de noi produse cu aplicare in
domeniul medical, farmaceutic si/sau cosmetic.

Procedeu de obtinere a microgelurilor sferice superabsorbante inlatura dezavantajele de
mai sus prin aceea cd microsferele neutre de curdlan sunt functionalizate suplimentar cu grupari
cuaternare de amoniu, ce se obtin prin amestecarea continud, timp de 6 - 24 de ore, la o
temperaturd de 5S0°C - 70°C, a microsferelor hidratate in prealabil in apa bidistilata, in care se
adauga o solutie de hidroxid de sodiu cu concentratia de 10-40% in care s-a dizolvat borohidrura
de sodiu, 1,2-dicloretan ca dispersant si agentul de cuaternizare ce se gaseste in raport molar de
1:1 pand la 1:15 fata de polizaharida, agentul fiind obtinut prin reactia timp de 24-48 ore dintre
epichlorhidrind si amina tertiara in raport molar de 1:1, rezultand microgeluri cationice cu grupe
cuaternare de amoniu, ce se spald de minim trei ori cu apéd deionizatd pentru indepartarea
substantelor nereactionate, se deshidrateaza treptat cu un amestec de apa-metanol in raport de
75:25 pana la 25:75, metanol, amestec metanol-acetond in raport de 75:25 pani la 25:75,
acetond, apoi se usuca in etuva la temperatura de 40 - 60°C si vid inaintat 0,08 bari, timp de
minim 24 h, produsul final prezintandu-se ca o pulbere alba, granulara, netoxica cu posibilitatea
de a fi utilizatd in domeniul farmaceutic si/sau medical.

Avantajele pe care le rezolva inventia de fata consta in:

e  obtinerea unor microgeluri sferice ionice cu grupari cationice de amina cuaternari;

e microgelurile au o capacitate mare de umflare;
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e capacitate mare de retinere a agentilor terapeutici,
e permit eliberarea treptatd a agentilor terapeutici adsorbiti;
e microgelurile sunt biocompatibile, deci netoxice.

Se da, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei.

Exemplu

Procedeul de functionalizare suplimentard a microgelurilor pe baza de curdlan, prin
introducerea de grupari cuaternare de amoniu (dimetiletil, dimetiloctil, dimetilhexil,
dimetildodecil, etc) conform inventiei, constd in umflarea intr-un balon de reactie a 0,5...2 g
microsfere de curdlan neutru, cu dimensiunea de 30-110 um, in 15...40 ml apa bidistilata, timp
de 24 h sub o usoara agitare mecanicad 30-80 rpm. Concomitent intr-un alt balon prevédzut cu
sistem de agitare mecanic se realizeaza agentul de cuaternizare, prin amestecarea continud la
50-100 rpm a 3,8 ml amina tertiard (dimetiletil, dimetilhexil, dimetiloctil, dimetildodecil, etc)
cu 1,45 ml epiclorhidrinad (intr-un raport molar 1:1) un timp de 24...48 h, la temperatura
camerei. In balonul de reactie cu microsferele umflate se adauga 5...15 ml solutie hidroxid de
sodiu 10-40% in care se dizolva 5...15 mg borohidrura de sodiu, si 30...50 ml 1,2 dicloretan
ca mediu de dispersie. Intreg sistemul se mentine sub agitare mecanica la 40...70 rpm, 2...3
ore, la temperatura camerei, apoi se adaugd agentul de cuaternizare. Reactia decurge la
temperatura de 50-70 °C, timp de 24 h.

Recuperarea microsferelor functionalizate cu grupe cuaternare de amoniu, se face prin
filtrare pe palnie filtranta cu porozitatea G2-G3, apoi microsferele se spala pentru indepartarea
substantelor nereactionate in mai multe etape si anume: cu apa bidistilatd de 3-4 ori, cu acid
clorhidric 0,1N pentru a avea grupele cuaternare in forma clorhidrat, apoi treptat cu un amestec
de apa-metanol in raport volumetric de la 75:25 péna la 25:75, metanol absolut, amestec de
metanol-acetona in raport volumetric de la 95:5 pand la 5:95, acetona, iar la final microgelurile
complet deshidratate sunt uscate in etuva la temperatura de 40-60 °C si vid 0,08 bari timp de
24 ore.

[n continuate, sunt prezentate date cu referire la inventie si in legatura cu Fotografiile 1
si 2, cu Figurile 1, 2 1 3, si cu Tabelul 1.

In Fotografia 1 sunt prezentate imaginile de microscopie optici, realizate cu
microscopul optic tip Morphologi G3 (Malvern Instruments, UK), a microgelurilor de curdlan,
functionalizate cu grupdri cuaternare de dimetiloctil amoniu, in forma deshidratata precum si

hidratate in apa bidistilata.
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Fotografia 1. Imagine de microscopie opticd a microgelurilor sferice de curdlan
functionalizate cu grupari cuaternare de dimetiloctil amoniu: in forma deshidratata (stdnga) si

in forma hidratata (dreapta)

In tabelul 1 sunt inregistrate principalele caracteristici ale microgelurilor sferice de
curdlan functionalizate cu grupari cuaternare de dimetiloctil amoniu precum diametru mediu in

forma deshidratata si hidratatd, densitatea vrac, factorul de umflare si capacitatea de schimb.

Tabel 1. Principalele caracteristici a microgelurilor sferice de curdlan functionalizate cu

grupare cuaternard de dimetiloctil amoniu

Parametru Caracteristici
Diametru mediu, In stare deshidratata (um) 30-110
Diametru mediu, in stare hidratata (um) 620 - 950
Densitate vrac (g/mL) 0,703 £ 0,01

Factor de umflare, (%) pH=5,5 800
Ve — D pH=1,2 380
1= % X100 pH=7.4 1010
Capacitatea de retinere (g apéd/g 25°C 185
microgeluri) 37°C 270
Capacitatea de schimb (mechiv./g) 0,93

in care: factorul de umflare (q) a microgelurilor a fost calculat cu ecuafia din tabelul 1, vo —

volumul de microgeluri in forma uscata (ml); vf — volumul microgelurilor in forma hidratata
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(ml), la echilibru; Capacitatea de schimb a microgelurilor reprezintd numarul de miliechivalenti
de grupe cuaternare ce se gasesc intr-un gram de microgeluri in forma uscata.

In figura 1 este prezentata influenta pH-ului mediului asupra capacitatii de umflare, la
temperatura camerei, a microgelurilor sferice de curdlan functionalizate cu grupari cuaternare
de dimetiloctil amoniu in comparatie cu capacitatea de umflare a microgelurilor neionice de

curdlan.
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Figura 1. Capacitatea de umflare, la temperatura camerei: (hasurat) microgeluri neionice de

curdlan; (gri) microgeluri de curdlan functionalizate (cationice)

In figura 2 este prezentata influenta pH-ului mediului si a temperaturii asupra umflarii

microgelurilor sferice de curdlan functionalizate cu grupare cuaternara de dimetiloctil amoniu.
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Figura 2. Influenta pH-ului mediului si a temperaturii asupra umflarii microgelurilor sferice

de curdlan functionalizate cu grupare cuaternard de dimetiloctil amoniu
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Testul de citotoxicitate se realizeaza atat prin metoda extractului, cat si prin metoda
contactului direct, microsferele fiind sterilizate in prealabil timp de 30 min cu o solutie de alcool
etilic 70%. In metoda extractului, microsferele de curdlan functionalizate cu grupari cuaternare
de dimetiloctil amoniu, sterilizate, se pun in contact cu mediul de culturd. Solutia este incubata
timp de 24 de ore la temperatura de 37°C, apoi centrifugata timp de 5 minute la 2000 rotatii/min.
Extractul (partea limpede) se pune in contact cu celule fibroblaste, testarea se face pentru 3
dilutii diferite, raportate la volumul de lucru al flaconului de culturd de 7 ml, si anume: o dilutie
de 50% ce reprezinta 3,5 ml extract cu 3,5 ml mediu de culturd; o dilutie de 25%, adica 1,75 ml
extract cu 5,25 ml mediu de culturd si o dilutie de 10% adica 0,7 ml extract cu 6,3 ml mediu de
cultura. Testul se realizeaza in triplicat. Concomitent, se realizeaza triplicate si pentru proba
martor, adicd celule cu mediul de culturd fara extract. Vitalitatea celulara se evalueaza dupi 24,
48 si 72 ore. In Figura 3 se prezenta viabilitatea celulelor fibroblaste dupd 24, 48 si 72 de ore

de incubare In prezenta extractului.

024h 048 h W72 h
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Figura 3. Viabilitatea celulelor fibroblaste, dupd 24, 48 si 72 de ore de incubare in prezenta

extractului de microgeluri functionalizate cu grupe cuaternare de dimetiloctil amoniu

(dilutii 10%, 25%, 50%)

Metoda contactului direct se realizeaza prin punerea in contact a celulelor fibroblaste cu
microgelurile de curdlan cu grupari cuaternare de dimetiloctil amoniu, in vederea analizei
morfologice a celulelor. Sedimentul de gel, ramas dupd centrifugare, se pune in contact cu
celulele fibroblaste. Dupd 72 ore de incubare celulele sunt analizate la microscopul inversat tip

OLYMPUS, cu sistem de achizitie a imaginii digitale.
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Morfologia celulelor fibroblaste crescute in prezenta microsferelor se studiaza prin
fixate si colorare. Fixarea se realizeazd prin spalarea celulelor cu o solutie Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline si punerea in contact cu o solutie Bouin, timp de 10 min. Dupa fixare
celulele se spala cu apa ultrapuri si se coloreaza, utilizdnd hematoxilind-eozina. Celulele astfel
pregétite se analizeaza cu microscopul inversat.

Fotografia 2 prezintd imaginile de microscopie opticéd a celulelor dupa 72 de ore de
incubare prin metoda extractului (a si b) si prin metoda contactului direct la concentratia
maxima de lucru de 50% (c - ¢). Fotografia 2e prezintda morfologia celulelor fibroblaste dupa

fixare si colorare.

Martor MS - 50%

Metoda extractului

Metoda
contactului direct

Fotografia 2. Analizd morfologica a celulelor fibroblaste dupd 72 de ore, pentru microgelurile
functionalizate cu grupare cuaternara de amoniu: (a si b) metoda extractului; (c-¢) metoda

contactului direct

Analizand rezultatele putem spune ca microgelurile de curdlan, functionalizate cu grupe
cuaternare de dimetiloctil amoniu, cu capacitatea de schimb de 0,93 mechiv./g, nu afecteazi
morfologia celulelor fibroblaste si nu impiedicd proliferarea acestora, ceea ce confirma ca

acestea sunt citocompatibile.
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REVENDICARE

Procedeu de obtinere a unor microgeluri sferice superabsorbante, biocompatibile, prin
functionalizarea suplimentard a microsferelor pe baza de curdlan cu un agent de cuaternizare
cu grupare cuaternard de amoniu, caracterizat prin aceea ci se realizeazad prin amestecarea
continud la 30-80 rpm, timp de 6 - 24 de ore, la temperatura de 50 pana la 70°C a 0,5-2 g
microsfere de curdlan neutru, cu dimensiunea de 30-110 um, hidratate in prealabil in 15-30 ml
apa bidistilata, cu 5-20 ml solutie de hidroxid de sodiu cu concentratia de 10-40% 1in care se
dizolva 5-20 mg borohidrurd de sodiu, 22-90 ml 1,2-dicloretan, ca dispersant, si agentul de
cuaternizare, ce se gaseste In raport molar de 1:1 pand la 1:15 fatd de polizaharida, agent
cuaternar obtinut prin reactia timp de 24 h la temperatura camerei dintre epichlorhidrina si
amina tertiard in raport molar de 1:1, rezultdnd microgeluri cationice, ce se purificd prin spalare
de minim trei ori cu apa deionizata si se deshidrateaza treptat cu un amestec de apa-metanol de
la 75:25 péana la 25:75, metanol, metanol-acetond de la 75:25 péand la 25:75, acetona, apoi se
usucd in etuva la temperatura de 40 - 60°C si vid 0,8 bari un timp de 24 h, produsul final
prezintdndu-se ca o pulbere find alba, cu aspect granular, formatd din microsfere cu
dimensiunea medie de 30 - 110 pm, cu un factor de umflare de 285-1255 %, o capacitate de
retinere a apei de 185 g apd/g de microsfere, la 25°C si respectiv 270 g apa/g de microsfere la
37°C, functie gradul de substitufie obtinut, grad ce poate varia intre 0,01 si 0,5, si de agentul
cuaternar utilizat, produsul final fiind biocompatibil, avand o vitalitate celulara de 93% dupa

72h, microgelurile fiind destinate utilizarii in domeniul medical, farmaceutic si/sau cosmetic.
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