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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unuifilm
compozit cu activitate antimicrobiana destinat tratamen-
tului si regenerarii tisulare si gingivale. Procedeul, con-
form inventiei, consta in etapele: amestecare cu omo-
genizare a unei solutii de chitosan cu concentratia de
2% g/v cu glicerina si solutie de poli(metil vinil eter-alt-
acid maleic) cu concentratia de 2% g/v la un raport
masic de 1:2 fatd de chitosan, turnarea amestecului
omogen pe o suprafatd pland, deshidratarea la tempe-
ratura camerei, tratament termic la 60°C, purificarea si

generarea in-situ a nanoparticulelor de argint prin imer-
sarea filmului in solutie de azotat de argint cu concen-
tratii de 0,1...0,4 mM si borohidrura de sodiu 10 mM,
purificare sideshidratare treptata, rezultdnd un filmusor
opac biocompatibil, avand capacitate de retinere si
eliberare treptata a agentilor terapeuticila locul aplicarii.
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PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI FILM COMPOZIT PE BAZA DE
CHITOSAN, POLI(METIL VINIL ETER-alt-ACID MALEIC) SI
NANOPARTICULE DE ARGINT CU ACTIVITATE ANTIMICROBIANA

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui film compozit pe bazi de chitosan
asociat cu poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) si nanoparticule de argint, film biocompatibil,
netoxic destinat tratamentului i regenerérii tisulare §i gingivale prin asigurarea unei bariere
antimicrobiene si a inglobarii de principii active, pentru dezvoltarea domeniului medical si
farmaceutic.

Obstacolul major in eradicarea cu succes a infectiilor din cavitatea bucald (leziuni
bucale, infectii parodontale) il constituie diluarea §i eliminarea rapida a medicamentelor
aplicate ca urmare a actiunii continue a salivei ce spald zona afectatd. Pentru a imbunatati acest
aspect se poate recurge la dispozitive orale sub forma de filme subtiri, aderente/bioadezive sau
implantabile in vederea transportului si eliberérii controlate de medicamente [European Journal
of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 117 (2018) 182-1941; International Journal of
Biological Macromolecules 165 (2020) 2528-2540].

Filmele utilizate in medicina regenerativa sunt structuri polimerice obtinute prin diverse
procedee de reticulare chimica (legéturi covalente) sau fizicd (interactiuni electrostatice,
legaturi de hidrogen, interactiuni de tip Van der Waals, etc.) a unuia sau a mai multor polimeri.
in domeniile strategice privind siguranta populatiei precum domeniile medicale si farmaceutice,
biocompatibilitatea si biodegradabilitatea sunt cerinte primordiale pentru ca materialele
polimere vizate s poata fi utilizate ca atare sau ca purtatori de substante active sau bioactive.
Avand in vedere aceste cerinfe, utilizarea polimerilor naturali, regenerabili, in special a
polizaharidelor (chitosan, dextran, pululan, carboximetilcelulozi, etc.) ca polimeri pentru
obfinerea de filme, rezolva din start aceasta cerinta.

Chitosanul este o polizaharida cationicd, hidrofila, insolubild in apd sau solventi
organici, dar solubild in solutii diluate de acizi cu valori ale pH-ului mai mic de 6. Este utilizat

pe scard largd pentru obtinerea de diverse formuliri farmaceutice ca sisteme de eliberare a
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principiilor active [US8735571B2; European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics
81 (2012) 463—469] sau dispozitive medicale (hidrogeluri, filme, membrane) cu aplicabilitate
in ingineria tisulard [RO135509A2; RO134936A2; US9278064], ortopedie [RO130663B1],
precum si medicina dentard [US8735571B2; Composite: Part B 38 (2007) 311-316; Coloids
and Surfaces B: Biointerfaces 178 (2019) 185-198] ca urmare a proprietatilor sale native
antimicrobiene, filmogene, mucoadezive, etc. [Journal of Drug Delivery and Technology 57
(2020) 101720; European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 81 (2012) 463—469].

Poli(metil vinil eter-alt-anhidrida maleic&) si forma sa hidrolizata (poli(metil vinil eter-
alt-acid maleic)) este un polimer biocompatibil [International Journal of Bilogical
Macromolecules 165 (2020) 2528-2540] utilizat in industria farmaceutici ca agent de suspensie
sau ingrosare [US4808400], ca adjuvant in prepararea de plasturi transdermali [RCS Advenced
6 (2016) 105487-105494] sau ca adeziv in medicina dentard [RO119064B1].

Poli(metil vinil eter-alt-anhidrida maleica) este utilizat in obtinerea de filme, hidrogeluri
sau nanoparticule in asociere cu polimeri ce prezinta in structura lor grupari hidroxilice, aminice
si/sau imidice, precum: pectina [European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 117
(2018) 182-194], poli(etilen glicolul) si celuloza [Biomacromolecules 11 (2010) 2660-2666],
polialcoolul vinilic [RCS Advanced 6 (2016) 105487-105494], tween 85 [International Journal
of Pharmaceutics 538 (2018) 147-157], poloxamer [International Journal of Pharmaceutics 459
(2014) 1-9], acidul hialuronic [Carbohydrate Polymers 181 (2018) 1194-1205; Journal of Drug
Delivery and Technology 57 (2020) 101720; International Journal of Biological
Macromolecules 165 (2020) 25282540], etc.

[European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 61 (2005) 195-200]
raporteazi reticularea fizica a chitosanului cu poli(metil vinil eter-alt-anhidridd maleicd) sub
formd de microparticule obtinute prin tehnica pulverizirii la temperaturi inalte (110 °C),
destinate inglobdrii si administrarii nazale a unui medicament.

In literatura nu sunt mentionate studii privind reticularea chimica prin legituri esterice
a chitosanului cu poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) cu scopul obfinerii de filme cu proprietéti
antimicrobiene ca urmare a incorporarii de nanoparticule de argint.

Dezavantajul acestor microparticule il reprezintd absenta efectului antimicrobian si
dificultatea mentinerii la locul administrérii, aspecte deosebit de importante pentru tratarea si
vindecarea plégilor cutanate sau a infectiilor din cavitatea bucald (leziuni bucale, infectii
parodontale). _

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este realizarea unui procedeu de obtinere a

unui film compozit cu activitate antimicrobiand pe bazi de chitosan asociat cu poli(metil vinil
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eter-alt-acid maleic) si cu nanoparticule de argint, care extinde gama de biomateriale sau de
dispozitive medicale.

Procedeul de obtinere a filmului compozit pe bazi de chitosan, poli(metil vinil eter-alt-
acid maleic) si nanoparticule de argint se realizeaza in doud etape. Prima etapd decurge cu
obtinerea filmului pe bazi de chitosan si poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) in raport masic de
2 la 1 si un adaos de glicerind de 50% fata de continutul total de polimeri, omogenizarea solufiei
prin agitare magnetica cu 800 rot/min, turnarea in diverse forme, uscarea la temperatura camerei
timp de 48 de ore, urmati de un tratament termic la temperatura de 60 °C in etuva cu vid Inaintat
(0,08 bari) pentru 24 de ore, racire, purificare si deshidratare. In cea de-a doua etapa se
genereaza in-situ nanoparticule de argint prin imersarea filmelor timp de 24 de ore in solutie de
azotat de argint, reducerea ionilor de argint la argint metalic cu solufie de borohidrura de sodiu,
purificarea si uscarea la temperatura de 23 °C si vid inaintat (0,08 bari).

Procedeul conform inventiei prezintd urmétoarele avantaje:

¢ Este un procedeu ecologic, fira solventi organici sau agenti de reticulare, fara emanatii
toxice, ce presupune costuri reduse (energo-economic);

¢ Filmul este biocompatibil, deci netoxic si cu activitate antimicrobiand;

¢ Filmul poate fi utilizat in diverse aplicatii medicale si/sau farmaceutice;

e Se poate aplica ugor si mentine un timp indelungat la locul aplicarii in cazul
tratamentului si regenerarii tisulare §i gingivale;

¢ Filmul prezinti capacitate de refinere a agentilor terapeutici cu posibilitatea de eliberare
treptatd a acestora.

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

Exemplu

Procedeul de preparare a filmului compozit pe bazi de chitosan asociat cu poli(metil
vinil eter-alt-acid maleic) si nanoparticule de argint conform inventiei consta in prepararea unei
solutii de chitosan cu concentratia finala de 2% (g/v) prin dizolvarea la temperatura camerei a
1 g chitosan (cu masa moleculara (Mw) de 340 kDa si un grad de deacetilare de 85%) in 50 mL
solutie de acid clorhidric cu concentratia de 0,1 N, timp de 24 ore sub agitare magnetica la
600...1000 rot/min. Concomitent se prepara 25 mL solutie de poli{metil vinil eter-alt-acid
maleic) (cu My de 200 kDa si M; de 80 kDa) cu concentratia de 2% (g/v) prin dizolvarea a 0,5
g poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) in 25 mL apa distilat, la temperatura camerei sub agitare
magnetici 1a 600...1000 rot/min. In prima etap3 are loc obtinerea filmului polimeric astfel: intr-

un pahar Berzelius se introduce solufia de chitosan la care se adauga sub agitare magnetica
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(600...1000 rot/min) 0,75 g glicerina (50% fatd de continutul total de polimeri). Amestecul se
mentine sub agitare un timp de 4...5 ore pand la completa omogenizare, apoi se adaugi prin
picurare solutia de poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) cu mentinerea agitirii magnetice. in
amestecul de polimeri, chitosanul se giseste intr-un raport masic de 2 la 1 fatd de poli(metil
vinil eter-alt-acid maleic).

Pentru obtinerea unui film cu grosimea optima de 0,3 mm, 17 mL din amestecul de
polimeri se toarnd intr-o placa Petri cu diametrul de 80 mm si se mentine la temperatura camerei
un timp de 48 de ore pentru evaporarea solventului. Filmul format se indeparteazi din placa
Petri si se supune unui tratament termic in etuva la temperatura de 60 °C si vid inaintat (0,08
bari) pentru 24 de ore. In acest timp are loc reticularea lanturilor polimere prin formarea de
legaturi esterice intre grupele hidroxil din chitosan si grupele carboxil din poli{metil vinil eter-
alt-acid maleic). Filmul uscat §i récit este supus unui proces de purificare pentru indepartarea
excesului de ioni de clor ramasi dupé procesul de solvire a chitosanului care consta in imersarea
timp de 2 ore intr-o solutie apoasd de NaOH cu concentratia de 0,1 N, spalarea cu apd distilatd
de trei, patru ori pani la o conductivitate a apei de spilare egala cu cea a apei distilate (2,5
uS/cm?). Filmul astfel purificat se usuci treptat prin deshidratare cu un amestec de apd-—alcool
etilic in raport volumetric variabil de la 75:25 pani la 25:75, apoi cu alcool etilic absolut.

in cea de a doua etapa are loc generarea in-situ a nanoparticulelor de argint ce se

realizeaza dupi cum urmeazi: 1 g film In stare deshidratati se imerseazd in 100 mL solutie de

azotat de argint (AgNQs) de diferite concentratii 0,1, 0,25 si 0,4 mM timp de 24 de ore. Apoi,

filmele se spald cu apa distilatd de trei, patru ori §i se imerseaza intr-o solutie de borohidruri de
sodiu (NaBH4) cu concentratia de 10 mM, pentru reducerea ionilor de argint (Ag") la argint
metalic (AgP). La final, filmul compozit se spald pentru indepartarea substantelor nereactionate
cu api distilata si se deshidrateazd cu amestec de apé-alcool etilic in raport volumetric variabil
de la 75:25 pani la 25:75, apoi cu alccol etilic absolut i se usucé in etuva la vid inaintat (0,08
bari) pentru 24 de ore.

In continuare, sunt prezentate date cu referire la inventie si in legitura cu Fotografiile
1, 2 si 3, cu Figurile 1 §i 2, gi cu Tabelul 1 si 2.

In Fotografia 1 sunt prezentate imaginile optice ale filmului pe bazi de chitosan si
poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) cu i fard nanoparticule de argint realizate cu o cameri

digitald Lumix DMC-FX30, cu rezolutia de 7,2 mega pixeli (Panasonic, Japonia).

s
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Fotografia 1. Imagine opticé a probelor de film (in stare deshidratata) pe baza de chitosan

asociat cu poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) fard (CS-1) si cu nanoparticule de argint

(CS-2, CS-3 51 CS-4).

In tabelul 1 sunt inregistrate principalele caracteristici ale filmelor pe bazi de chitosan
asociat cu poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) fard (CS-1) si cu nanoparticule de argint (CS-2,

CS-3 §i CS-4).

Tabel 1. Principalele caracteristici ale {ilmelor pe baza de chitosan asociat cu poli(metil vinil

cter-alt-acid maleic) fard si cu nanoparticule de argint

Caracteristica film
Parametru
CS-1 CS-2 CS-3 CS-4
Concentratie solutie AgNO; (mM)
utilizatd pentru generarea in-situ a - 0,1 0,25 0.4
nanoparticulelor de argint ‘
pH 7.4 219 164 148 [ 140 |
Grad de umflare (%)
my — mg pH 6.8 113 108 85 74
GU = —x 100
L pH 1,2 870 720 623 658
Capacitate de refinere a apei la 25 °C |
1,90 1,34 1,07 0,88
(g apd/g film)
Capacitatea de incércare cu
nanoparticule de argint - 2,95 3,64 6,46
(mg /g film)
L Rezistenta la tractiune (N/mm?) 1,01 | L1 2,41 3,02 |

in care: gradul de umflare (GU) a filmelor, calculat cu ccuatia din tabelul 1, mo — masa filmului
in formd uscata (g); my — masa filmului in forma hidratata la echilibru (g); Capacitatea de
incarcare a filmului reprezintd miligrame de nanoparticule de argint ce se gasesc intr-un gram

de film in forma uscata.
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In fotografia 2 sunt prezentate imaginile de microscopic electronica ale (ilmelor pe baza
de chitosan si poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) cu si fara nanoparticule de argint realizate
cu microscopul electronic Verios G4 UC (Thermo Scientific, Bruno, Republica Ceha) echipat
cu un spectrometru cu raze X cu dispersie de energie (EDS, EDAX Octane Elect Super SDD
detector, Ametek, Mahwah, New Jerscy, SUA).

SOV (TD Costom S3mwm 50005 n 234 pem 0A0A 1000 pn 165 am

Fotografia 2. Imagini de microscopie clectronica ale filmelor pe bazi de chitosan asociat cu
poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) fard (CS-1) si cu nanoparticule de argint

(CS-2, CS-3 i CS-4).

In figura 1 sunt prezentate spectrele de analiza cu raze X cu dispersie de energie (EDAX)
a filmelor compozit pe baza de chitosan asociat cu poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) cu

nanoparticule de argint, alaturi de harta de distributie a elementelor.
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Testul de citotoxicitate a fost efectuat prin metoda contactului direct utilizind celule
fibroblaste adulte, aderente, de provenientd dermici, probele fiind sterilizate in prealabil timp
de 3 ore cu o solutie de alcool etilic 70% (v/v). Metoda constd in puncrea in contact direct a
celulelor fibroblaste cu filmele pe baza de chitosan asociat cu poli{metil vinil eter-alt-acid
maleic) fard si cu nanoparticule de argint, In vederea analizei efectului citotoxic asupra
viabilitdtii celulare. Dupd 24 si respectiv 48 de ore de incubare, viabilitatea celulard cste
determinatd prin metoda cu MTT (bromura de 3-(3.,4-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazoliu)).

in figura 2 este prezentatd viabilitatea celulelor fibroblaste dupa 24 si respectiv 48 de

orc de incubare in prezenta filmelor.
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Testarea activitétii antimicrobiene a {ilmelor a fost efectuatd prin metoda difuzimetrica
Testele au fost efectuate pe tulpini de referinté pentru bacteriile Gram-pozitive (Staphylococcus
aureus ATTC 25923) si Gram-negative (£scherichia coli ATTC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATTC ATCC BAA-1705 si Porphyromonas gingivalis ATCC 33377). Testul de difuzie a fost
efectuat pe discuri disponibile comercial cu agar MacConkey pentru E. coli, P. gingivalis si K.
preumoniae i agar cu sare manitol pentru S. aureus, iar rezultatele obtinute sunt prezentate n

I'otografia 3 si tabelul 2.

K. pneumoniae S. aureus P. gingivalis

Fotografia 3. Activitatea antibacteriana a filmelor pe baza de chitosan asociat cu poli(metil
vinil eter-alt-acid maleic) fara (CS-1) si cu nanoparticule de argint (CS-2, CS-3 s1 CS-4)

impotriva K. preumoniae, S. aureus, E. coli si P. Gingivalis.

Tabel 2. Activitatea antibacteriani (diametrul zonei de inhibitie) a filmelor pe baza de
chitosan asociat cu poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) fara (CS-1) si cu nanoparticule de

argint (CS-2, CS-3 si CS-4)

Probi zona de inhibitie (mm)
K. pneumoniae S. aureus E. coli P. gingivalis*
Cs-1 = 10 " :
CS-2 | 8 22 8 6
Ccs-3 | 9 24 8 9
cs-4 | 15 25 9 10

* zona de inhibitie locald (la contact cu placa bactgrianﬁ)
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REVENDICARE

Procedeu de obfinere a unui film compozit pe bazi de chitosan asociat cu poli(metil
vinil eter-alt-acid maleic) si nanoparticule de argint, caracterizat prin aceea ci se realizeazi
in prima etapd prin amestecarea continui la 800 rot./min pan3 la omogenizare, timp de 4-5 ore
la temperatura camerei, a unei solutii de chitosan in acid clorhidric 0,1N cu concentratia de 2%
(g/v) cu glicerind, in raport masic de 50% fafa de confinutul de total de polimeri, urmati de
addugarea In piciturd a unei solufii apoase de poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) cu
concentratia de 2% (g/v) la un raport masic de 1:2 fati de chitosan, amestecul omogen se toarni
pe o suprafatd plana, se lasd 48 de ore la temperatura camerei, dupia care se desprinde filmul
format si se supune unui tratament termic la 60 °C si vid de 0,08 bari timp de 24 de ore, apoi se
purifica prin imersare in solutie de hidroxid de sodiu 0,1N timp de 2 ore, se spald de minim trei
ori cu apa distilatd si se deshidrateazi treptat cu un amestec de apd-alcool etilic in raport
volumetric variabil de la 75:25 pana la 25:75, apoi cu alcool etilic absolut, urmati de a doua
ctapa de generare in-situ a nanoparticulelor de argint prin imersarea filmului deshidratat, un
timp de 24 de ore, in solutii de azotat de argint de diferite concentratii de la 0,1 la 0,4 mM,
urmati de reducerea ionilor de argint la argint metalic cu o solutie de borohidruri de sodiu 10
mM si purificarea filmului compozit prin spélare cu apd distilatdi minim de trei ori apoi de
deshidratarea treptatd cu un amestec de apa-alcool etilic in raport volumetric variabil de la 75:25
péni la 25:75, alcool etilic absolut, si uscare In etuvi la temperatura de 23 °C si vid de 0,08 bari
timp de 24 de ore, produsul final fiind un film ugor opac de culoare alba pana la usor brun, cu
un continut de nanoparticule de argint de 2,95 - 6,46 mg /g film, un grad de umflare de 75 - 870
% si o capacitate de refinere a apei la 25 °C de 0,88 - 1,90 g apd/g film, produsul final fiind
biocompatibil, cu o vitalitate celulard de 70% dupa 48 de ore i cu activitate antimicrobiana fata
de bacteriile K. pneumoniae, S. aureus, E. coli si P. gingivalis, fiind destinat utilizarii in

domeniul medical si/sau farmaceutic.
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Figura 1. Spectrele EDX si harta distributiei elementale pentru argint in filmele compozit pe

baza de chitosan asociat cu poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) cu nanoparticule de argint.
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Figura 2. Viabilitatea celulelor fibroblaste dupa 24 si respectiv 48 de ore de incubare in
prezenta filmelor pe baza de chitosan asociat cu poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) fara

(CS-1) si cu nanoparticule de argint (CS-2, CS-3 s1 CS-4).
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