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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
sistem coloidal pe baza de nanoparticule de Ag functio-
nalizate cu un antibiotic, cu activitate antiseptica/anti-
microbiana marita. Procedeul, conforminventiei, consta
in prepararea unui amestec de citrat trisodic si acid
tanic, care se incélzeste la temperatura de 100°C, se
adauga sub agitare intensa o solutie de AgNO,, cu
mentinere timp de 15 min, dupé care suspensia de
nanoparticule de Ag se réaceste latemperatura camerei,
este supusa purificarii, rezultdnd nanoparticule de Ag
care se disperseaza n apa deionizatd, formand o

solutie coloidala de concentratie in Ag de 0,25 mM,
care se amesteca in cantitate de 2..28 mL cu
0,2..0,5 mL solutie de vancomicina clorhidrat de
concentratie 50 pg/mL, rezultdnd un sistem coloidal
antimicrobian cu efect sinergic asupra antibioticului,
astfel ca acesta devine activ la concentratii inferioare,
de 2 pg/mL in preparatele farmaceutice.
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Sisteme antimicrobiene care contin nanoparticule de argint si
antibiotic pentru aplicatii biomedicale: preparare si
caracterizare

Inventia se refera la sisteme antimicrobiene pentru uz extern pe baza de nanoparticule de
argint, NpAg, functionalizate cu vancomicind cu activitate antibacteriand semnificativa
impotriva bacteriilor Gram pozitive din genurile Staphylococcus (S. aureus, S. epidermidis, S.
schleiferi), Streptococcus (S. bovis S. viridans), Enterococcus (E. faecalis si E. faecium),
Micrococcus (M. luteus), inclusiv o anumita activitate 0i impotriva unor bacterii Gram negative,
genul Escherichia (E. coli), in comparatie cu VCM pura.

Activitatea antisepticd a argintului este cunoscutd incd din antichitate. Importanta
azotatului de argint in domeniul medical, la tratamentul infectiilor si al anumitor afectiuni cum ar
fi constipatia sau pirozisul a fost evidentiata in diverse studii [1]. Cercetarile recente in domeniu
[2-4] au demonstrat activitatea antibacteriand, antivirald si antifungica a argintului constituind
fundamentul ce a stat la baza elabordrii mai multor tipuri de materiale antiseptice, diferite tipuri
de pansamente cu argint, precum §i creme, spray-uri sau lotiuni, utilizate la tratarea plagilor
provenite din arsuri sau a celor determinate de ulcere cronice [5-9]. Utilizarea argintului ca agent
cu activitate antiseptica este pe deplin justificatd pe de o parte de spectrul larg antimicrobian care
cuprinde indeosebi specii Gram pozitive si mai putin Gram negative [10-15], precum si de
toxicitatea redusa fatd de organismele mari [5, 6].

Mecanismul biologic de actiune al argintului este determinat de capacitatea lui de a se
asocia sau de a adera la nivelul peretelui celular al micro-organismelor, respectiv la nivelul
membranei bacteriene, sau la citoplasma, unde interactioneazd cu proteinele care intrd in
structura bacteriei pe care astfel le denatureaza. Modificarile suferite de proteinele din structura
bacteriilor se realizeazd practic prin interactiunea ionilor de argint cu gruparea tiol (-SH) din
structura enzimelor inhiband dezvoltarea acestora, grupele tiol devenind (-SAg) [6]. Mai mult,
ionii de argint pot cataliza reactiile de oxidare a gruparii tiol (-SH) cu formarea de legaturi
disulfidice (-S-S-) intre douad molecule de aminoacizi, determinénd astfel modificarea structurala
a proteinelor si a enzimelor care participa la procesul de respiratie celulard, producand astfel
moartea bacteriei [16]. Prin intermediul reactiilor ce duc la aparitia grupdrilor disulfidice (-S-S-)
si (-SAg) este afectat atdt ATP-ul cat si ADN-ul bacteriilor.

Din cele expuse rezultd ca activitatea antibacteriana, antivirald si antifungici a argintului
se poate realiza practic doar prin intermediul ionilor Ag", argintul metalic neavand activitate
antiseptica. In acest context azotatul de argint pare a fi un agent antiseptic foarte eficace datorita
capacititii lui de a pune in libertate, intr-un interval scurt de timp, un numar mare de ioni de Ag"
care interactioneazd rapid cu peretii celulari ai fungilor si bacteriilor (Staphylococcus si
Streptococcus), dar in acelasi timp ei pot si chiar interactioneaza si cu peretii celulari ai celulelor
sinitoase, ceea ce face ca actiunea azotatului de argint sa fie de scurtd durati. In felul acesta
argintul poate deveni toxic si pentru organismele mari. Rezulta de aici necesitatea ca argintul sa
fie administrat sub o forma in care pune in libertate ioni de Ag’ intr-o perioadd mai lunga de
timp si intr-o concentratie care pe de o parte sa distruga bacteriile (stafilococii si streptococii),
dar care si nu atingd doza toxicd pentru organismele mari. Acest deziderat se realizeazi prin
utilizarea de Ag” de dimensiuni cat mai mici, adica sub forma de nanoparticule de argint, NpAg.
S-au propus numeroase metode de obtinere a nanoparticulelor de argint prin reducerea Ag* cu
diferiti reducétori [2, 3, 17, 18].
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S-au realizat astfel produse comerciale precum Argentum colloidal care se prezintd sub
forma unei suspensii cu continut de 70-75% Ag, utilizat in special pentru afectiuni precum:
rinite, conjunctivite, blefarite, uretrite, vaginite. Un alt produs comercial pe bazd de argint
Targesin reprezinta un complex coloidal avand si parte organicd, formatd din diacetiltanin,
albuminat de argint, cu un continut de 4-7% argint coloidal, indicat a fi utilizat in gastrite,
duodenite, ulcer gastric si duodenal, oftalmologie si diferite infectii.

Utilizarea argintului in scopuri medicale presupune ca acesta si se prezinte sub forma de
particule de dimensiuni foarte mici (ordinul nanometrilor) ceea ce asigurd o suprafata foarte
mare de contact cu lichidul plasmatic si astfel conditiile pentru o viteza de reactie adecvata prin
care se pune in libertate o cantitate de ioni Ag’ ce asigura efectul antiseptic, dar care nu este
toxica pentru organismele mari.

Pentru a diminua efectele negative si pentru a-i atenua toxicitatea s-au elaborat o serie de
compusi ,,organo-argentici” ca: sulfodiazina argentica (DERMAZIN), alantoianatul argentic de
zinc (cunoscut sub denumirea de AZAC), proteinatul de argint, dextron nitratul de argint,
caracterizate printr-un continut ridicat de argint Ag’ utilizate in special la fabricarea
pansamentelor sterile, a sdpunurilor dezinfectante, a cateterelor urinare. fn domeniul veterinar
mentiondm produsul Agipiu Vet Spray, utilizat ca dezinfectant, pentru uz extern, pentru orice
leziune cutanata.

Neajunsurile produselor comerciale pe bazi de argint deriva din faptul c ionii de Ag"
formeaza legituri puternice la nivelul suprafetei celulare ceea ce poate determina un efect toxic
prin inhibarea lantului respirator si pentru celulele sinidtoase. Un alt neajuns al produselor
existente pe bazd de argint este acela cd pot provoca arsuri $i necroziri mai ales in cazul
concentratiei ridicate in Ag si aplicarii repetate pe perioade lungi de timp. Astfel de aplicéri pot
provoca fenomenul de intoxicatie celulard [19]. Pe de altid parte, diverse antibiotice sunt
disponibile pentru a combate infectiile [20], dar datorita utilizarii lor abuzive unele micro-
organizme au dezvoltat rezistentd la antibiotic sau la mai multe medicamente (multiple drug
resistance: MDR). Aceasta situatie a devenit dificila pentru domeniul medical, limitdnd alegerea
de antibiotice. In general orice folosire de antibiotic poate produce o crestere a rezistentei la
unele bacterii si aceasta permite bacteriilor rezistente sd supravietuiascd iar doar bacteriile
susceptibile sa moara.

Clorhidratul de vancomicind (VCM) este indicat in tratamentul infectiilor [21-23] cu
tulpini ale stafilococilor meticilino-rezistenti (MRSA), in cazul pacientilor alergici la penicilina,
pentru pacientii care nu rdspund la alte medicamente si pentru alte infectii cauzate de
microorganisme sensibile la vancomicina, dar rezistente la alte medicamente antimicrobiene.
Vancomicina este, de asemenea, eficace in tratamentul infectiilor osoase, infectii ale pielii si a
structurilor acesteia [20-22].

Efectele utilizarii vancomicinei in calitate de produs farmacologic cu activitate
antibacteriand pot fi modificate si influentate in timp de diferiti factori inclusiv de producerea de
bacteriocine [23]. Utilizarea prelungitd a vancomicinei, in dozele indicate, poate conduce la
aparitia unor tulpini de stafilococi care sa devina in timp rezistente la acest antibiotic. Pe de alta
parte, utilizarea prelungitd a vancomicinei poate determina suprainfectii cu microorganisme cu
rezistentd mult sporitd la antibiotice [24].

Sistemul antimicrobian care contine nanoparticule de argint (NpAg) si vancomicind
conform inventiei, inlaturd dezavantajele produselor existente in domeniu prin aceea ci este
alcatuit din NpAg cu dimensiuni de 5+40 nm de preferintd 10+-25 nm, obtinute prin reducerea

Ag+ (concentratie 0,001 — 0,005% gr (0.1 — 0.5 mM), de preferinta 0,002-0,003% gr. (0.2 - 0.3
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mM) la Ag’ cu un reducator format dintr-o solutie ce contine citrat trisodic, CTS (in limitele 0,1
—0,6% gr. (4 — 23 mM), de preferinta 0,1-0,2% gr. (4 — 8 mM ) si acid tanic. AT (in limitele
(0.003 — 0,1 % gr) (0,02 — 0,6 mM), de preferintd 0,004-0,01% gr. [0,025 — 0,06 mM) in care
raportul masic Ag:citrat trisodic:acid tanic, Ag: CTS:AT = 1:(10-60):(1-20), functionalizate cu
vancomicind in raportul masic NpAg:VCM = 1:(0,1+1,5), de preferinta 1:(0,13-0,45),
concentratia suspensiei VCM@NpAg-CTS-AT variind in limitele: pentru Ag 10 — 25 pg/ml de
preferinta 15-20 pg/ml respectiv pentru VCM 2+20 pg/ml, de preferinta 3+10 pug/ml.

Sistemul rezultat, descris in exemplul inventiei, a fost caracterizat din punct de vedere
fizico-chimic prin spectroscopie UV-VIS (Fig. 1), microscopie electronicd de baleiaj, SEM si
spectroscopie de dispersie a razelor X, EDX (Fig. 2) si microscopie de fortd atomicd, AFM (Fig.
3). Toate scot in evidenta prezenta nanoparticulelor de argint si dau o imagine asupra distributiei
dimensiunilor acestora.

in tabelul 1 sunt prezentate comparativ, eficacitatea sistemelor coloidale preparate fata de
diferite tulpini bacteriene in functie de continutul in NpAg si vancomicind. Evaluarea eficacitatii
sistemelor coloidale NpAg — VCM s-a efectuat dupa metoda difuziei in gel de agar i masurarea
diametrului zonei de inhibitie (Fig. 4). Ele s-au comparat cu efectul unor solutii de VCM de
aceleasi concentratii, dar fara NpAg si cu efectul discului de VCM de 30 pg.

Analiza rezultatelor din tabelul 1, respectiv figura 4, aratd superioritatea dispersiilor
VCM@NpAg-CTS-AT fatd de solutiile de clorhidrat de vancomicina de aceeasi concentratie,
atit in ce priveste zona de inhibitie (mai mare pentru varianta a) cét si spectrul de activitate,
primele fiind active si pentru E. faecalis si E. coli pentru 0,36 ng Ag/doza si la o cantitate
incepand de la 0,067 ug vancomicind/doza.

Exemplu
In cele ce urmeaza se da un exemplu de realizare a inventiei.

Tulpinile microbiene au fost insaméntate pe medii glucozate (bulion si geloza nutritive),
incubarea fiind facutd la termostat la temperatura de 37°C, in conditii aerobe, timp de 18-24 de
ore. Pentru determinarea efectului antibacterian, s-a lucrat dupa modelul efectuérii antibiogramei
(metoda difuzimetrica in gel de agar nutritiv), cu adaptarile necesare pentru testarea unor produse
condillionate sub forma lichida, efectuand godeuri cu diametrul de 6 mm, in care s-au distribuit
cate 20ul din diferitele variante ale produsului [2].

NpAg se prepari prin reducerea Ag' la Ag® cu un amestec citrat trisodic — acid tanic la
pH 6,8+7,1 in care scop s-a preparat 100 ml solutie cu 0,153 g citrat trisodic dihidrat, 0,00425 g
acid tanic (1,25 ml solutie 0,34%) si se incalzeste la temperatura de 100°C. Sub agitare intensa se
adaugd 0,0027 g Ag™' (2,5 ml solutie 10°M de AgNO3). Se continua agitarea timp de 15 minute
dupa care suspensia NpAg se raceste la temperatura camerei. Dupd racire, masa de reactie astfel
preparatd, este supusd purificarii pentru indepartarea excesului de reactivi si a produsilor
secundari de reactie (NaNOs). Purificarea se realizeazd prin separarea NpAg intr-o
ultracentrifugd cu 10000 rot/min pentru 20 min. si spalarea de doud ori cu cate 100 ml apa
distilatd, urmata de ultracentrifugare. NPAg ultracentrifugate si spalate se redisperseaza in apa
deionizata, folosind o unitate de ultrasonare, astfel incat sid formeze o solutie coloidald de
concentratie in Ag 0.25 mM. Separat s-a preparat o solutie de vancomicini clorhidrat cu
concentratia de 50 pg/ml (0.0336 mM; 0,005% gr). Din probele astfel preparate s-au luat diferite
cantitdti de solutie coloidald de NpAg (2+2,8 ml) care s-au amestecat cu solutia de vancomicina

(0,2+0,5 ml). Din amestecurile rezultate s-au prelevat probe de 20 pl pentru testarea activitatii
AT
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antibacteriene a preparatelor (figura 4a,b, pentru doud concentratii ale solutiei coloidale). Se
observa cd zonele de inhibitie sunt mai mari pentru sistemul coloidal VCM@NpAg-CTS-AT fata
de solutiile care contin numai vancomicind la aceeasi concentratie (figura 4c). Aceste zone de
inhibitie sunt comparabile cu cele corespunzitoare discului de vancomicind de 30 pg
vancomicind clorhidrat (figura 4d). De asemenea, se constatd cd spectrul de activitate
antibacteriana este mai larg, produsul inducand rezultate pozitive si pentru Escherichia coli si
Enterococus faecalis.

In continuare reddm patente/brevete din US, EP, WO si China care folosesc diverse
sisteme de NpAg cu o larga aplicabilitate [1-19]. Aceste documente prezintd metode de obtinere
a NpAg complet diferite de inventia prezenta.

Prin aplicarea brevetului rezulti urmatoarele avantaje:

Functionalizarea NpAg cu vancomicind are efect sinergic asupra antibioticului,
potentdndu-i activitatea antibacteriand, astfel ci aceasta devine activd la concentratii
inferioare, 2 ug/ml, fatd de cele utilizate in prezent, 8 pg/ml [25, 26], in preparatele
farmaceutice actuale.

Se reduce substantial cu 30-70% doza de vancomicind din preparatul farmaceuic ce
contine nanoparticule de argint functionalizate cu vancomicina.

Prezenta argintului in sistemul coloidal, care contine nanoparticule de argint —
vancomicind, NpAg — VCM, determina modificari ireversibile in structura bacteriilor
si a altor microorganisme patogene, eliminandu-se astfel posibilitatea de adaptare a
acestora la vancomicina.

Sistemele coloidale antimicrobiene care contin nanoparticule de argint si un
antibiotic, de preferinta vancomicina, sau o combinatie de antibiotice, devin active la
concentratii inferioare fatd de cele utilizate in prezent la prevenirea cresterii
bacteriilor si in tratamentul infectiilor, sau in aplicatii medicale dentare si ortopedice.

/
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Revendicari

) Sistem coloidal care contine NpAg-antibiotic (NpAg:AN), de preferinta NpAg —
vancomicind, cu activitate antibacteriand, antifungica, antivirald si caracterizat prin
aceea cd este alcétuit din NpAg cu dimensiunile 5 — 40 nm de preferintd 1025 nm
obtinute prin reducerea Ag" la Ag0 dintr-o solutie cu concentratia 0,001 — 0,005% gr,
cu un reducator format dintr-o solutie ce contine citrat trisodic de concentratie 0,1 —
0,6% gr si acid tanic, cu concentratia in limitele 0,003 — 0,1% gr % 1n care raportul
masic citrat trisodic : acid tanic variaza in limitele (1 - 30): 1, functionalizate cu
antibiotic, de preferinta vancomicind, fn raport masic NpAg:VCM = 1: (0,1+1.5)
concentratia sistemului coloidal VCM@NpAg-CTS-AT variind n limitele Ag: 10 —
25 pg/ml, respectiv VCM: 2+20 ug/ml.

2) Sistem coloidal antimicrobian conform revendicérii 1 caracterizat prin aceea ca
reducerea Ag' (AgNO;) de concentratie de preferintd 0,002-0,003% la Ag0 se
realizeazd cu un reducdtor format dintr-o solutie ce contine citrat trisodic (de
preferintd cu concentratia 0,1-0,2% si acid tanic cu concentratia de preferinta 0,004-
0,01%, in care raportul masic citrat trisodic:acid tanic = (15 -25):1, iar raportul masic
NpAg:VCM este 0.15 - 0.5; concentratia sistemului coloidal VCM@NpAg-CTS-AT
fiind de preferintd Ag: 15 —20 pg/ml si VCM 3 — 10 pug/ml.

3) Sistem coloidal antimicrobian conform revendicérilor 1 i 2 caracterizat prin aceea
ci reducerea Ag" la Ag® se realizeazd la pH 6,5+7,2 si temperatura cuprinsa in
intervalul 65+100° C de preferintd 85+95° C.

4) Sistem coloidal antimicrobian conform revendicarilor 1, 2 si 3 caracterizat prin
aceea ci reducerea Ag' la Ag® se realizeazi prin adiugarea treptata a solutiei de Ag*
peste cea a reducatorului, sub agitare intensa.

5) Sistem coloidal antimicrobian conform revendicérii 1, 2, 3 si 4 caracterizat prin
aceea cd indepartarea excesului de reactanti si a produsilor de reactie secundari
rezultati la obtinerea NpAg, s-a realizat prin ultracentrifugare la o turatie de 10000
rot/min si reluarea de doud ori cu apa distilatd a precipitatului de Ag, la temperatura
camerei.

6) Sistem coloidal antimicrobian conform revendicarilor 1, 2, 3, 4 si 5 caracterizat
prin aceea cd functionalizarea NpAg cu vancomicind, s-a realizat prin adiugarea
solutiei de vancomicind cu concentratia in limitele 50+500 pg/ml, sub agitare ia
temperatura camerei, peste solutia coloidala NpAg a cérei concentratii a variat n
limitele 10 — 25 pg/ml Ag® de preferinta 15-20 pg/ml Agl.

7) Metoda de prevenire a cresterii bacteriilor sau de tratament a infectiilor care
include un sistem coloidal care contine NpAg-antibiotic conform revendicarilor 1, 2,

3, 4. 5 si 6, aplicata ca tratament local unde complecsii NpAg-AN polifunctionali,
preferabil VCM@NpAg-CTS-AT, actioneaza ca agenti antimicrobieni.

7

(ff# Lo awe




a 2019 00279 13/05/2019

8) Metoda revendicarii 7, unde nanoparticulele polifunctionale sunt aplicate local, iar
zona de aplicare poate fi reprezentata de o cavitate a corpului, piele, patul unghiei sau
cavitatea bucala.

9) Metoda revendicarii 8, unde metoda ar putea avea utilizare in tratarea
periodontitei.

10) Metoda revendicarii 8, unde metoda ar putea fi aplicata la tratarea arsurilor sau a
unor forme de diabet (piciorul diabetic).

[1) Metoda revendicarii 8 aplicatd la tratamentul patogenilor rezistenti la
vancomicina.

12) Metoda revendicarii 7 aplicata la dezinfectia sau sterilizarea diverselor ustensile
sau dispozitive medicale.

13) Metoda revendicarii 7, care cuprinde atat VCM@NpAg-CTS-AT cat si alii
complecsi polifunctionali AN@NpAg-CTS-AT care pot actiona sinergic (impreuna)
ca agenti antimicrobieni avand un spectru larg de actiune impotriva
microorganismelor patogene.

14) Metoda revendicarii 13 aplicatd la dezinfectia sau sterilizarea diverselor ustensile
sau dispozitive medicale.

15) Metoda revendicarii 7, unde nanoparticulele polifunctionale, NpAg-AN, sunt
aplicate (adsorbite) local, pe suprafata unui implant ortopedic sau a unui implant
dentar.

16) Metoda revendicarii [5, unde sistemul coloidal de AgNp contine un antibiotic,

sau 0 combinatie de antibiotice, selectate din grupul vancomicinei, gentamicinei
si tobramicinei.

8
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Figura 1. Banda de rezonantd a plasmonilor de suprafatd (SPR) a nanoparticulelor de argint
obtinute prin reducere cu CTS si AT (rapoarte molare 1:20:0,1), 18 ug Ag/ml, in prezenta de
vancomicina (6,7 pg /ml), VCM@NpAg-CTS-AT (raport masic Ag/VCM, 1:0,4).
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Figura 2. Imagine STEM (a) si spectru EDX (b) pentru nanoparticulele de argint preparate prin
reducere cu CTS si acid tanic si functionalizate cu vancomicind, VCM@NpAg-CTS-AT, redate

in Fig. 1. Histograma distributiei dimensiunilor pentru nanoparticule de argint (c) pe baza
imaginilor SEM; d = 10,5 + 2,9 nm.
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Figura 3. Imagini de microscopie de fortd atomicd (AFM): imagine topografica 2D (a), de fazd
(b), de amplitudine (c) si topografica 3D pentru nanoparticule de VCM@NpAg-CTS-AT (redate
in Figurile | si 2) depuse pe sticla optica prin adsorbtie vertical timp de 30 s; aria scanatd 1000 x
1000 nm% (e, f) sectiuni transversale de-a lungul sagetilor din Fig. 3a. Dimensiunea
nanoparticulelor VCM@NpAg-CTS-AT este de cca. 18 nm + 3 nm.

Tabel 1.

VCM@NpAg-CTS-AT

Diametrul zonelor de inhibitie [mm] pentru sistemul coloidal antimicrobian

comparatie cu solutii de VCM si discurile de VCM.

E T

la diferite cantitati de Ag si vancomicind (ug) in dozd (20 ul), in

S.

. ( 5. S S| e P S s s. £ S. S. :
Tu'p”" aurcus | aweus | awreus | faccalis coli aurens | awens | awveus | faecalis coli aureus | aureus | aureus | faecalis coli
bacteriene 6538p G610L C 29212 25922 | 6538P 610L C 29212 25922 | 6538P 610L C 29212
| ATCC | Qapte) | (caine) | ATCC | ATCC } ATCC | (lapie) | (caine) | ATCC | ATCC ] ATCC | (lapte) | (caine) | ATCC
L _ 0 0,36 0,45
0 o [ 9 0 0 9 T (2 (2 8,5 8 - ]
9 14 1 0 0 10 1 |8"] 12 9,5 9 | 10 18 I 9 10
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(ng)
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Figura 4. Solutie coloidald formatd din VCM@NpAg-CTS-AT a) NpAg 0,36 ugsi VCM 0,167
pg, in 20 pl solutie coloidala (raport masic Ag/VCM - 2,12:1), b) NpAg 0,45 ug si VCM 0,167
ng (raport masic 2,69:1); solutii de VCM 0,167 pg in 20 pL(c) si discuri de VCM de 30 pg (d)
pentru patogenii indicati.
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