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FILME ANTIMICROBIANE DIN NANOTUBURI DE CARBON CU PERETI
MULTIPLI DECORATE CU NANOPARTICULE DE DIOXID DE TITAN PENTRU
PROTECTIE SI REGENERARE DERMATOLOGICA

Inventia de fatd se referd la o compozitie realizatd din nanotuburi de carbon cu pereti
multipli decorate cu nanoparticule de dioxid de titan incorporatad intr-o solutie de colagen si
acetat de celuloza cu proprietdti antimicrobiane, rezultdnd filme biocompatibile cu pielea si non-
toxice, care aplicate pe suprafata ranii sunt capabile s promoveze vindecarea prin imbunatatirea
capacitdtii de proliferare celulard, sd minimizeze citotoxicitatea si si ofere protectie si
regenerarea dermatologica cu aplicabilitate in medicind, industria farmaceutica.

Pielea este prima bariera de protectie a corpului uman si animal si reprezintd o suprafata
receptorie extrem de vastd, cel mai mare organ din anatomia umana si animald. Acest organ
asigurd o multitudine de functii, avand o sensibilitate crescuta si diversa. Pielea protejeaza corpul
de leziuni mecanice (rani) si microorganisme, indeplineste rolul de termoreglare, secretarea unor
produse finale ale metabolismului, executd functiile de respiratie si faciliteaza legatura omului cu
mediul inconjurétor. Pielea este constituitd din trei invelituri: epidermul, dermul si hipodermul.

Epidermul este stratul exterior, care consta dintr-un epiteliu stratificat si pavimentos de
keratinocite delimitat de membrana bazala si melanocite, intr-un numar mai redus. Epidermul
este un protector mecanic contra pierderilor de apa din straturile profunde ale pielii si impiedica
patrunderea microbilor in organism. Dermul este stratul intern care asigura integritate structurala,
elasticitate si nutritia si este un fesut conjunctiv compus din fibroblaste si matrice extracelulara
fmbogatitd in colagen si fibre elastice. Hipodermul este stratul care separd pielea de straturile
subiacente. Acesta este alcdtuit din lipocite, cu rol de izolator termic si mecanic si de rezerva
nutritivd. Vindecarea ranilor cutanate este un mecanism complex care are rol in restabilirea
functiei de bariera pentru a preveni deteriorarea ulterioara sau infectia. Datorita functiilor sale
vitale ca barierd fizicd, chimicd si bacteriand, vindecarea ranilor cutanate reprezintd un pas
esential in finalizarea inchiderii ranilor. Reglarea fiziologica a vindecarii ranilor cutanate este un
proces complex, care depinde de multe tipuri de celule si mediatori care interactioneaza
continuu. Cu toate acestea, fazele prelungite de vindecare a ranilor, raspunsurile excesive ale
organismului la leziune si tratamentul necorespunzitor impiedicd vindecarea normald a ranilor,

apdrand astfel cicatricile. Cele patru etape ale vindecarii ranilor sunt:
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- Faza de hemostazi, este procesul prin care rana este inchisa prin coagulare. Acestd faza
incepe atunci cand sangele curge din corp. Primul pas al hemostazei este atunci cand vasele de
sdnge se strang pentru a restrictiona fluxul sanguin. Ulterior, trombocitele se lipesc impreuna
pentru a sigila ruptura din peretele vasului de sange. in cele din urma, are loc coagularea si care
intareste dopul trombocitar cu fire de fibrind. Pe masura ce refeaua de fibrina apare, sdngele este
transformat din lichid in gel prin pro-coagulante. Formarea unui tromb sau cheag mentine
trombocitele si celulele sanguine prinse in zona ranii, Sorg, H., Tilkorn, D.J., Hager, S.,
Hauser, J., Mirastschijski, U.Skin Wound Healing: An Update on the Current Knowledge
and Concepts. European Surgical Research,2017. 58, 81-94.

- Faza inflamatorie, este a doua etapa a vindecirii ranilor si incepe imediat dupa leziune,
provocand umflituri localizate. Inflamatia controleaza sangerarea si previne infectia. in timpul
acestei faze, celulele deteriorate, agentii patogeni si bacteriile sunt indepértate din zona ranii.
Aceste celule albe din sange, factori de crestere, nutrienti $i enzime creeazd umflarea, caldura,
durerea si rogeata observate frecvent in aceastd etapd de vindecare a rénilor. Inflamatia este o
parte naturald a procesului de vindecare a ranilor i este problematicd numai dacd este prelungita
sau excesiva, George Broughton, 1., Janis, J., Attinger, C. Wound healing: an overview.
Plastic and reconstructive surgery, 2006. 117 (78S).

- Faza proliferativa, are loc atunci cand rana este reconstruitd cu tesut nou format din
colagen si matrice extracelulara. in aceasta faza, rana se contracti pe masurd ce se construiesc
tesuturi noi. In plus, trebuie construiti o noui retea de vase de singe, astfel incat tesutul de
granulagie si fie sanitos si si primeascd suficient oxigen si nutrienti. In faza finald a etapei
proliferative de vindecare a rénilor, celulele epiteliale reapar la suprafata leziunii. Epitelizarea
are loc mai rapid atunci cand ranile sunt mentinute umede si hidratate. in general, atunci cand
pansamentele sunt aplicate in decurs de 48 de ore dupa leziune, acestea vor mentine umiditatea
corectd a tesuturilor pentru a optimiza epitelizarea si vindecarea mai rapidd, George
Broughton, 1., Janis, J., Attinger, C. The basic science of wound healing. Plastic and
reconstructive surgery, 2006. 117(7S).

- Faza de maturare, are loc atunci cand colagenul este remodelat de la tipul 11l la tipul I si
rana se inchide complet. Celulele care au fost folosite pentru a repara rana, dar care nu mai sunt
necesare, sunt indepartate prin apoptozi sau moartea celulard programati. In general,

remodelarea incepe la aproximativ 21 de zile dupa accidentare si poate continua timp de un an

h



RO 137444 A2

sau mai mult. Chiar si cu reticulare, zonele ranilor vindecate continud si fie mai slabe decat
pielea nevatamatd, avand in general doar 80% din rezistenta la tractiune a pielii nevitdmate
Sorg, H., Tilkorn, D.J., Hager, S., Hauser, J., Mirastschijski, U.Skin Wound Healing: An
Update on the Current Knowledge and Concepts. European Surgical Research, 2017. 58,
81-94.

Descrierea din prezenta inventie este directionata cétre un film pe bazad de compozitie
antimicrobiana, biocompatibild si non-toxicid pentru protectia si regenerarea dermatologica.
Ranile cutanate expuse mediului sunt susceptibile la atacul diverselor tipuri de microbi, bacterii
si chiar ciuperci patogene. Atacul acestor microorganisme la nivelul ranii este un factor critic in
esecul de vindecare a unei rini, deoarece prezenta mai multor specii de bacterii care tréiesc la
nivelul ranii poate duce la formarea unor biofilme foarte bine organizate si foarte greu de distrus.
Aceste biofilme sunt capabile sd protejeze bacteriile de terapia cu antibiotice §i de raspunsul
imun al pacientului. Réanile sunt cele mai predispuse la infectia cu Staphylococcus aureus,
Chandan, K., Gayle, M., Sashwati, R., Kirsner, R., Lambert, L., Hunt, T., Gottrup, F.,
Gurtner, C., Longaker, M.Human skin wounds: A major and snowballing threat to public
health and the economy. Wound Repair and Regeneration, 2009. 17, 763—771. Prin urmare,
este nevoie de o compozitie cu o activitate antimicrobiand crescuta, care si fie biocompatibila cu
organismul si sd nu producd toxicitate acestuia. Se cunosc cateva cazuri de utilizare a
nanomaterialelor pe baza de carbon in aplicatii medicale, dupd cum urmeazi: in brevetul de
inventie US8614189 (B2), Carbon nanotube composite scaffolds for bone tissue engineering,
se prezintd obtinerea unor materiale compozite biocompatibile cu proprietdti adecvate pentru
repararea §i regenerarea o0soasd. Acesta presupune utilizarea unui material compozit
biocompatibil pe bazd de nanotuburi de carbon functionalizate si un polimer biodegradabil.
Inventia are dezavantajul ca produsul nu prezinta proprietati antibacteriene, si prin urmare nu se
poate utiliza in aplicatii de vindecare a ranilor, ci oferd un compozit cu proprietédti imbunétatite
pentru a fi utilizat pentru repararea si regenerarea oaselor.

Brevetul de inventie US20160030640 (A1), Carbon nanotubes and graphene patches and
implants for biological tissue, descrie obtinerea unor plasturi sau implanturi din nanotuburi de
carbon si grafend care sunt depuse peste un material plastic hidrofob, care cuprinde nanotuburi
de carbon si/sau grafend si un purtdtor sau material suport la care se adauga agenti suplimentari,

incluzand, dar féra a se limita la, adezivi, citokine, chemokine, chemoatractanti, agenti antivirali,
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agenti antimicrobieni, antiinflamatorii, proinflamatorii, molecule regeneratoare osoase sau
cartilajului si medicamente pentru chimioterapie. Inventia prezintd o metodd de fabricare a
implanturilor sau plasturilor si o0 metoda de utilizare a acestora pentru a repara, inlocui si/sau
trata tesutul biologic ranit si/sau defect. De asemenea, si acestd inventie prezintd dezavantajul ca
nu asigurd protectie antibacteriand.

In brevetul de inventie W02017/122224 (A1), A nanobiocomposite formulation for
wound healing and aprocess for the preparation thereof, este descrisd o compozitie
antimicrobiand cu spectru larg multifunctional. Compozitia se refera la o formulare de
nanobiocompozit pentru vindecarea ranilor, prin sinteza chimico-mecanicd a nanocristalelor de
celulozé din materialul vegetal biologic impregnate cu nanoparticule de argint si la un procedeu
de preparare a nanobiocompozitelor. Dezavantajul compusilor de tipul nanocristalelor de
celuloza pot genera efecte adverse, inclusiv efecte toxice asupra organismului uman.

Brevetul de inventic EP1638620 (B1), Antimicrobial wound dressing, descrie obtinerea
unui material multistrat cuprinzand un prim strat dintr-un material polimeric i un al doilea strat
conectat la primul strat, care contine un metal bacteriocid, argint. Un dezavantaj al acestui
compozit este cd eliberarea metalului in contact cu suprafata ranii nu poate fi controlata, prin
urmare exista riscul ca o cantitate excesivd de metal sd fie eliberatd prematur, ceea ce poate
cauza probleme grave de sdnatate.

in brevetul de inventie US6274163 (B1), Keratinous protein material for wound
healing applications and method, este descris un material pe bazd de keratind pentru
vindecarea ranilor, de preferinta derivat din parul pacientului sau al unui donator compatibil.
Pulberea de keratind poate fi derivatd din par folosind cétiva pasi de procesare, inclusiv
curdtarea, suspendarea intr-un purtator lichid, omogenizarea si indepértarea lichidului. Materialul
keratinos poate fi aplicat pe rand sub formd de pulbere si astfel poate ajuta in accelerarea
procesului de vindecare a ranilor. Inventia are dezavantajul cd nu prezintd proprietati
antibacteriene, prin urmare la locul ranii se poate crea cu usurintd biofilm bacterian.

De asemenea, se cunosc cdteva cazuri pentru obtinerea nanotuburilor de carbon decorate
cu nanoparticule, dupd cum urmeazi: in brevetul de invengie US20140377790 (A1), Metal
nanoparticle decorated carbon nanotubes and methods of preparation and use, sunt
descrise metode de obtinere a nanotuburilor de carbon decorate cu nanoparticule de metal.

Metodele includ amestecarea unui precursor de metal cu o multitudine de nanotuburi de carbon

ha
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pentru a forma un amestec precursor de metal-nanotuburi de carbon. Brevetul de inventie
EP3396365 (A1),Metal nanoparticle-decorated carbon nanotubes and method of producing
metal nanoparticle-decorated carbon nanotubes, propune decorarea nanotuburilor de carbon
cu nanoparticule metalice prin amestecarea a doud solutii: o solutie pe bazd de nanotuburi de
carbon si 0 a doua solutie polimerica in care sunt dispersate nanoparticule metalice. Ulterior, are
loc incalzirea amesteculuila o temperaturd mai mare decat temperatura de tranzitie a polimerului
pentru o perioada suficientd, ceea ce face ca nanoparticulele metalice acoperite cu polimer sa se
lege de nanotuburile de carbon.Brevetul de inventie US2016045882 (Al),Nanofluid with
nanoparticle-decorated multiwall carbon nanotubes and method of preparation thereof,
propune decorarea nanotuburilor de carbon cu pereti multipli in trei etape. In primaetapa,
nanotuburile sunt depuse pe substraturi prin depunere de vapori fird catalizator, ulterior,
suprafata exterioard a nanotuburilor este functionalizata pentru a se forma grupari polare legate
covalent pe suprafata nanotuburilor, iar in a treia etapd, nanoparticulele metalice sunt depuse pe
suprafata exterioard a nanotuburilor prin evaporarea termicd/condensarea gazelor inerte
sauablatia laser.

Inventia se referd laobtinerea unor filme antimicrobiene, biocompatibile si non-toxice,
care se poat aplica pe suprafata rénii, realizate din nanotuburi de carbon cu pereti multipli
decorate cu nanoparticule de dioxid de titan, notatd MWCNT _TiO,, si incorporate intr-o solutie
de colagen si acetat de celuloza, capabile sa promoveze vindecarea prin imbunétatirea capacitatii
de proliferare celulard, s minimizeze citotoxicitatea §i sd ofere protectie antimicrobiana
crescuta.

Problema tehnica pe care o rezolvd inventia constdin inhibarea tulpinilor microbiene
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 si Candida albicans ATCC
10231si promovarea proliferarea celulard, conducand astfel la vindecarea ranilor intr-un timp
mai scurt, fird complicatii si fard efecte toxice asupra organismului prin aplicarea pe locul
ranii.

Solutia problemei constd in realizarea unui film avand in rapoarte masice urmatoarele
componente: colagen 48...51%, acetat de celuloza 48...51%, nanotuburi de carbon cu pereti
multipli decorate cu nanoparticulede dioxid de titan 0,28..0,32%,solutie 1% glutaraldehida
1,4...1,5x10° % .
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Pentru obtinerea filmului antibacterian mai intdi se realizeazd o compozifie
antimicrobiend, biocompatibild si non-toxicd, avand nanotuburi de carbon cu pereti multipli
decorate cu nanoparticule de dioxid de titan care se obtine dintr-o solutie de izopropanol (
p>99%) prin dispersarea de nanotuburilor de carbon cu pereti multipli, sub agitare magnetica
timp de 1...2 h, si o solutie de izopropanol (p>99%) in care se dizolvd o cantitate de 2...3% de
izopropoxid de titan (IV) (p >98%) pentru a se realiza nanoparticule de dioxid de titan.

in solutia de nanotuburi de carbon cu pereti multipli se adaugi solutia pe bazi de dioxid
de titan prin picurare usoard, sub agitare magneticd, timp de 2...3 h, la temperatura camerei de
20°C, amestecul astfel se filtreaza, se spala cu apa distilatd si uscd intr-un cuptor la temperatura
de 90...100°C, timp de 2...3h. Produsul astfel realizat se sinterizeazi la temperatura de 450...500
°C, timp de 0,5...1 h, urmat de mojararea produsului si rezultind nanotuburi de carbon cu pereti
multipli decorate cu nanoparticule de dioxid de titan - MWCNT _TiO,, cu lungimea nanotuburilor
decorate lungimea de 480..550 nm, grosime de 45...50 nm si diametrul nanoparticuelor de TiO,
depuse pe suprafata nanotuburilor de 12...15 nm.

Pentru realizarea in continuare a filmului se obtine o solugie de acid acetic glacial
67...71% in care se dizolva o cantitate de 3,2...4,4% pudra de colagen si o solutie acid acetic
glacial 67...71% in care se dizolva o cantitate de 3,2...4,4% de acetat de celulozid. Se amestecd
cele doud solutii in care a fost addugatd o cantitate de 0,28...0,83%, raportatd la cantitatea de
colagen si acetat de celulozd, de nanotuburi de carbon cu pereti multipli decorate cu
nanoparticule de TiO, sub agitare magneticd continud la 300 rot/min, la temperatura camerei
timp de 0,5...1,5 h rezultdind compozitia antimicrobiand, si non-toxicd pe bazd nanotuburi de
carbon cu pereti multipli decorate cu nanoparticule de TiO,, acetat de celulozi si colagen, notata
CC@MWCNT _TiO..

Compozitia rezultata se toarnd in vase plate de tipul vaselor Petri si pe suprafata ei se
pulverizeaza o solutie de 1% de glutaraldehidd in apa distilata si apoi se usucd la temperatura
camerei. Filmul astfel obtinut se pastreazd in ambalaje sterile in ser fiziologic, inchise ermetic
pand la utilizare.

Utilizarea filmului antimicrobian, bicompatibil si non-toxic pe baza nanotuburi de carbon
cu pereti multipli decorate cu nanoparticule de TiO, incorporate in filme polimerice din colagen -

acetat de celulozi se poate face imediat dupa ce rana s-a produs.
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Pentru comparatie, s-a folosit un film pe baza de colagen si acetat de celuloza (1:1), fara
nanocompozit, notat CC.

Cinetica de absorbtie: este un parametru important in ingineria tisulard pentru a confirma
stabilitatea pansamentelor poroase. Aceastd metoda oferd informatii valoroase despre modul in
care filmul va rdaspunde in contact cu fluidele corporale si despre modul in care aceasta
interactiune poate limita procesul de diferentiere celulard. Pentru a realiza acest experiment, a
fost preparata o solutie de fluid corporal simulat (SBF), cu o concentratie de ioni apropiatad de
cea a plasmei conform metodologiei lui Kokubo [Kokubo, T. si Takadama, H.How useful is
SBF in predicting in vivo bone bioactivity?.Biomaterials, 2006. 27(15), 2907-2915].

Filmele obtinute au fost tdiatd in formd de disc, cu diametrul de 3 cm, dupd care au fost
cantdrite (masa initiald, W), iar ulterior, au fost complet imersate in 20 mL SBF si mentinute la
37°C pentru diferite perioade de timp. La anumite perioade specifice de timp, probele au fost
prelevate cu atentie, s-a indepartat usor excesul de lichid de pe suprafata lor cu un servetel si au

fost cantdrite (masa la timpul t, Wy). Raportul de absorbtie a fost calculat conform Ecuatiei (1):
(1)

Din cineticile de absorbtie pentru filmele obtinute, se observi ca cinetica filmelor scade

We-W;
Wi

Rata de absorbtie, % =
odatd cu cresterea cantitdtii de MWCNTs_TiO, Acest lucru este atribuit structurii de retea
formatd intre nanomateriale si polimeri, care impiedica absorbtia unei cantitéti mari de molecule
de apa. Se poate observa ca in cazul filmului CC, absorbtia maximé de aproximativ 66 % a fost
atinsda dupd 60 de minute, in timp ce in cazul filmelor in care au fost incorporate nanomateriale,
se observd maxime de absorbtie mai mici. In cazul filmului CC se observa o usoard scidere a
absorbtiei care se stabilizeaza dupa 300 de minute. Odatd cu addugarea nanocompozitului se
observd o maxima de absorbtie mai scazutd si o tendintd de scadere in timp a absorbtiei, in
special cand cantitatea de nanocompozit creste.

Masuritori de duritate: Valorile duritatii au fost determinate cu un durometru de duritate
Shore, model PosiTector SHD-A, DeFelsko, SUA. Au fost inregistrate zece masuratori pentru
fiecare proba si s-a calculat valoarea medie. Menfinerea unui caracter mecanic crescut al
materialului este o caracteristicd foarte importantd a unui pansament. De asemenea, este bine
cunoscut faptul cé@ incorporarea nanomaterialelor in compozitele polimerice modifica

proprietdtile mecanice. Comportamentul filmelor sugereaza ca legarea si microstructura acestora
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se modificd semnificativ odata cu cresterea continutului de MWCNTSs_TiO; omparativ cu filmul
CC, celelalte filme au prezentat o duritate mai mare, ceea ce confirma faptul ca suprafata mare a
nanomaterialelor duce la o interactiune interfaciald mai puternica intre acestea si moleculele de
polimer, rezultdnd proprietdti mai bune a filmelor. Prin urmare, incorporarea nanocompozitului
in film ar putea actiona ca element de intdrire, oferind rezistentd suplimentara biomaterialelor
compozite.

Activitatea antimicrobiana:

A fost studiatd pentru tulpinile S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 si C.
albicans ATCC 10231, iar toate experimentele au fost efectuate in triplicat.

o Testea inhibitiei cresterii — metoda calitativa

Pentru a verifica efectul antibacterian al materialelor obtinute a fost utilizat un test de
difuzie adaptat, respectind regulile generale expuse in CLSI 2020. Suspensiile bacteriene
McFarland de 0,5 obtinute (1,5 x 108 CFU/fnL), preparate anterior in solutie salind sterild
(solutie de NaCl 0,9%) au fost utilizate ca inocul standardizat pentru a tampona plicile Petri
inoculate care contin agar nutritiv. Materialele obfinute au fost tdiate sub forma de discuri cu
diametrul de 6 mm si sterilizate prin expunere la UV timp de 30 de minute inainte de utilizare.
Discurile de proba au fost plasate aseptic pe placile Petri inoculate si incubate timp de 20 de ore
la 37 °C. Diametrul de inhibare a cresterii dezvoltat in jurul fiecdrui specimen de material a fost
masurat dupd incubare §i notat (mm).

Aceste rezultate demonstreazd capacitatea antimicrobiand a filmelor pe bazd de
nanocompozit obtinute. Dupd cum se poate observa, cele mai mari valori ale zonelor de inhibare
a cresterii au fost obtinute pentru filmul cu cel mai mare continut de MWCNTs_TiO,.

e Dezvoltarea biofilmului monospecific

Eficienta antibiofilmului a fost realizata prin transferul de specimene (6 mm in diametru,
sterile) in placi sterile cu 24 de godeuri care contin 1 ml bulion nutritiv, urmata de inocularea a
10 pL de suspensie bacteriand cu densitate standard McFarland de 0,5. Placile au fost incubate
timp de 24 de ore la 37 °C. Ulterior, probele au fost spilate usor cu 1 mL solutie salina sterila. in
cele din urma, probele au fost transferate in tuburi de centrifugéd de 1,5 ml, in solutie salina sterila
de 1000 pL. Ulterior, probele au fost agitate timp de 30 de secunde pentru a asigura desprinderea

celulelor biofilm in suspensie.
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Rezultatele obtinute indicad faptul cd dezvoltarea biofilmului este semnificativ redusé la
48 de ore in cazul tuturor tulpinilor testate, atunci ciand s-au folosit filmele cu continut de
nanocompozit crescut, iar inhibarea bacteriilor creste odatd cu cresterea concentratiei de
nanocompozit, deci putem afirma ci activitatea antibiofilm este dependentd de concentratia de
nanocompozite.

o Evaluarea dezvoltirii planctonice a microorganismelor

Cresterea planctonica in prezenta materialelor obfinute a fost analizatiin bulion nutritiv.
Specimenele de 6 mm in diametru au fost plasate in placi sterile cu 24 de godeuri, apoi, s-a
adaugat 1 ml de bulion nutritiv si 10 pL din suspensiile bacteriene McFarland 0,5 obfinute
anterior in PBS. Specimenele au fost ldsate sa se incubeze timp de 24 de ore la 37 °C. Cultura
bacteriana obtinuta (150 pL) a fost transferata pe placi cu 96 de godeuri si absorbanta la 600 nm
a fost evaluatd spectrofotometric, pentru a investiga cresterea culturilor planctonice (plutitoare
libere). Rezultatele inhibérii cresterii planctonice au aritat o inhibare a cresterii tulpinilor in
cazul S. aureus si E. coli atunci cand nanocompozitele sunt prezente, iar cea mai mare inhibare a
cresterii bacteriene in bulionul nutritiv a fost obtinuta pentru filmul care a confinut cea mai mare
cantitate de MWCNTs_TiO,,

Teste de viabilitate celulara

o Testul MTT

Biocompatibilitatea filmelor sintetizate a fost estimata utilizdnd testul MTT [3-(4,5-
dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazoliu bromura]. Celulele HDFn de fibroblast dermic uman au fost
crescute in mediu DMEM (Sigma-Aldrich) suplimentat cu 10% ser fetal bovin, 1% antibiotice (
penicilind si streptomicina) (Sigma-Aldrich), schimbat de doud ori pe sdptimana. Cregsterea
celulelor HDFn a avut loc in pléaci cu 96 de godeuri, cu o densitate de insdmantare de 3000
celule/godeu in prezenta filmelor, timp de 72 de ore. Ulterior, 15 mL (12 mM) de MTT au fost
adaugate celulelor, urmata de incubare la 37 °C timp de 4 ore. S-a addugat o solutie de 1 mg
dodecil sulfat de sodiu in 10 mL HCI (0,01 M) si s-a pipetat energic pentru a solubiliza cristalele
de formazan formate. Un spectrofotometru TECAN Infinite M200 a fost utilizat pentru a evalua
densitatea optica (DO) a formazanului solubilizat, la 570 nm, dupa 1 ora.

Filmele obtinute prezintd valorile absorbantei apropiate de proba martor la 24 h pana la
72 h, dovedind astfel efectul lor non-toxicologic. Activitatea metabolicd a celulelor HDFn in

prezenta filmelor se dovedeste a fi mai mare decét in cazul celulele de control, sugerand ca
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celulele sunt viabile si imbunétatesc capacitatea de proliferare. La 72 h, s-a observat o capacitate
crescutd de proliferare pentru filmele care contin o cantitate moderatd de nanocompozite,
comparativ cu martorul (CTRL).

Un colorant RED CMTPX a fost utilizat pentru evaluarea biocompatibilitatii filmelor
obtinute. Colorantul a fost addugat la cultura de celule HDFn, in prezenta filmelor.

Viabilitatea (Figura 1) si morfologia celulelor HDFn (Figura 2) au fost evaluate dupd S
zile. Pentru acestea, celulele au fost spilate cu PBS si vizualizate prin microscopie de
fluorescentd folosind o camerd digitalda Olympus CKX 41. Imaginile de microscopie de
fluorescenta aratd cd celulele HDFn sunt viabile si filmele nu au efect citotoxic asupra lor.
Metabolismul celular este activ, celulele absorbind colorantul CMTPX 1in citoplasmé, sugerand
astfel viabilitatea lor dupa cinci zile de incubare. Nu sunt detectate celule moarte sau fragmente
de celule atunci cand celulele sunt in contact cu filmul CC; celulele prezintd o morfologie
normald, cu un fenotip fibroblast normal care pastreazd morfologia lor initiald, cu dimensiuni
omogene si distributii de densitate in placile godeurilor de cultura. Deoarece celulele HDFn sunt
implicate in numeroase procese celulare, inclusiv migrarea celulelor si vindecarea ranilor, se
poate concluziona cid celulele insimantate prezintd o bund bioactivitate pentru toate probele
analizate, in special atunci cand concentratia de MWCNTs_TiO; a crescut.

Avantajele inventiei sunt:

o imbunititirea proprietitilor mecanice ale filmului polimeric, prin prezenta nanotuburilor
de carbon cu pereti multipli care prezintd avantajul cd au proprietdti mecanice superioare,
odatad aplicate pe suprafata acestuia.

e [mbunititirea si prelungirea semnificativd a activitdtii antimicrobiene a filmului, prin
prezenta nanoparticulelor de dioxid de titan pe suprafata nanotuburilor.

o imbunitatirea activitatii celulare a fibroblastelor, si prin urmare vindecarea mult mai
rapidd a rénii, prin prezenta nanocompozitelor.

e Obtinerea unor filme care mentin un mediu steril pentru rand, accelerdnd astfel
vindecarea acesteia.

o Utilizare rapida si usoard a compozitiei obtinute.

e Pastrarea compozitiei pana la utilizarea acesteia pentru o perioadd lunga in ambalaj steril
si sigilat.

¢ Filme antimicrobiene, biocompatibile, netoxice usor de realizat
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Exemplu de realizare a inventiei:

Intr-un vas se introduce o cantitate de 30 ml de solutie de izopropanol peste care se aduga 0.05 g
de nanotuburi de carbon cu pereti multipli care se amestecd timp de lh, sub agitare magnetica.
Intr-un alt recipient se introduce o cantitate de 20 ml mLde izopropanol in care se dizolvd 0.9 g
izopropoxid de titan (IV), dupd care prin picurare usoara, sub agitare magnetica, timp de 2 h, la
temperatura camerei se amesteca cu solutia de nanotuburi de carbon cu pereti multipli. Solutia
astfel obtinuta se filtreaza, se spala si usuca la 100°C, timp de 2 h. In final, produsul a fost
sinterizat la 500 °C, timp de 0,5 h urmat de mojararea lui, rezultand astfel nanotuburi de carbon
cu pereti multipli decorate cu nanoparticule de dioxid de titan - MWCNT _TiO,, cu lungimea
nanotuburilor decorate de 500 nm, grosime de 50 nm si diametrul nanoparticuelor de TiO,
depuse pe suprafata nantuburilor de 13 nm. Se prepard un mix pentru a obtine o solutie
polimericéd obtinutd prin dizolvarea in acid acetic glacial 75 mL si apé distilatd 25 mL a unei
cantita{i de 4 g pudra de colagen si a unei solutii de 4 g de acetat de celuloza dizolvat in aceeasi
cantitate de acid acetic glaciar i apa distilata a fost addugata o cantitate de 0,025 g de nanotuburi
de carbon cu pereti multipli decorate cu nanoparticule de dioxid de titan. Compozitia astfel
obtinutd se supune operatiei de agitare magnetica la temperatura camerei, 300 rot/mim, timp de
0,5 h rezultdnd o compozitie antimicrobiand, biocompatibild si non-toxicd pe bazéd nanotuburi de
carbon cu pereti multipli decorate cu nanoparticule de TiO, incorporate in solutia polimerici de
colagen si acetat de celuloza, aceastd compozitie se toarnd in vase Petri obtinindu-se filme de
grosimea de 1,1 ..1,3 mm, pe suprafatad filmului se pulverizeazi prin 3...4 pufuri de solutie de
1% de glutaraldehida in apa distilata si apoi se usuca la temperatura camere, dupd acestea se pot

utiliza sau se péstreaza intr-un ambalaj steril si sigilat pana la utilizare.
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FILME ANTIMICROBIANE DIN NANOTUBURI DE CARBON CU PERETI

MULTIPLI DECORATE CU NANOPARTICULE DE DIOXID DE TITAN PENTRU

PROTECTIE $SI REGENERARE DERMATOLOGICA

Revendiciri

1.

Film  antimicrobian, biocompatibil si non-toxic pentru protectia §i regenerarea
dermatologica, caracterizat prin aceea cise compune din colagen 48...51%, acetat de
celuloza 48...51%, nanotuburi de carbon cu pereti multipli decorate cu nanoparticulede
dioxid de titan 0,28..0,32%avand dimensiunea de 480..550 nm, grosime de 45...50 nm si
diametrul nanoparticuelor de TiO, depuse pe suprafata nanotuburilor de 12...15
nm,solutie 1% glutaraldehida 1,4....1,5x10° %.

Film antimicrobian biocompatibil si non-toxic,conform revendicarii 1, caracterizat prin
aceea ci inhiba dezvoltarea tulpinilor microbiene Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 si Candida albicans ATCC 10231, asigurdnd un mediu
propice pentru vindecare.

Film antimicrobian, biocompatibil si non-toxic, conform revendicérii 1, caracterizat
prin aceea cii asigurd un mediu steril la nivelul ranii, timp de peste 24 h, accelerénd
astfel vindecarea acesteia.

Film antimicrobian, biocompatibil i non-toxic pentru vindecarea ranilor, conform
revendicdrii 1, caracterizati prin aceea cid imbunatiteste activitatea celulard a

fibroblastelor, si prin urmare asigura vindecarea mult mai rapida a ranii.
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Figura 1. Viabilitatea celulelor HDFn in prezenta filmelor prin test MTT

13

D



RO 137444 A2

(c) | (d)

Figura 2. Imagini de fluorescenta care arata viabilitatea celulelor HDFn colorate cu CMTPX: (a)
proba de control; (b) film CC; (¢) film CC@MWCNT _TiO, 0,025 si (d) film
CC@MWCNT _TiO; 0,05
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