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Prezenta inventie se referd la o retetd pentru imbunétdtirea suprafatei dispozitivelor
implantabile pe bazd de nanostructuri complexe, sub forma de acoperire, in scopul obfinerii de
suprafefe nanostructurate biocompatibile si non-citotoxice, cu efecte inhibitorii asupra dezvoltarii
si maturdrii biofilmelor microbiene oportuniste $i — implicit — cu efecte restrictive asupra
ocurentei infectiilor asociate, avand aplicatie directd in modularea interactiilor interfaciale dintre
organismul gazda si dispozitivele medicale de tipul cateterelor.

in cazul pacientilor cu afectiuni critice sau patologii asociate cu malnutritia si terapia de
substitutie, managementul clinic implicd cateterizarea, aceasta reprezentand o alternativa
necesara pentru furnizarea suportului nutritional si administrarea tratamentului medicamentos.
Ca urmare a susceptibilitifii ridicate la fenomene de contaminare si colonizare microbiana,
dispozitivele utilizate reprezintd o sursd de contactare a infectiilor nosocomiale, fiind implicit
responsabile de ocurenta complicatiilor infectioase moderate si severe [1,2].

Modularea activitdtii antimicrobiene a unor astfel de dispozitive biomedicale — transpusa
prin inducerea sau potentarea de efecte biostatice sau / si biocide, concomitent cu neperturbarea
proceselor fiziologice ale celulelor umane normale — poate fi realizatd prin imbunitifirea
suprafetei biomaterialelor si dispozitivelor implantabile. Fabricarea unor astfel de platforme cu
efecte antiinfectioase reprezinti un deziderat al actului medical modern i constituie o
alternativd a antibioterapiei clasice — caracterizatd de administrarea sistemicd a unor doze
medicamentoase ridicate si insotitd, deseori, de efecte secundare sau adverse, precum si de

ineficientd terapeuticd asupra speciilor microbiene rezistente si augmeniare-.a. necanismelor
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argint / aur [17], pentru dignostic medical i terapie tintitdi. De asemenea, platforme destinate
tratamentului medicamentos directionat i controlat, sau ingineriei tesuturilor dure, au fost
dezvoltate prin incorporarea nanoparticulelor de magnetitd in formulari pe baza de polimeri
sintetici [18] sau naturali [19].

Sisteme inalt biocompatibile, eficiente impotriva dezvoltdrii planctonice si sesile a
microorganismelor patogene, au fost obtinute prin functionalizarea nanoparticulelor de magnetiti
cu principii fitochimice [20,21] sau cu medicamente de sinteza [22,23]. Mai mult, peliculizarea
dispozitivelor biomedicale de uz general cu astfel de nanostructuri s-a dovedit o strategie
eficientd privind inhibitia contamindrii §i colonizérii microbiene [24,25].

Considerand protocolalele extrem de costisitoare si de lungd durati implicate in
dezvoltarea §i evaluarea de noi agenti medicamentosi, revalorificarea principiilor fitochimice
(definite cu solufii hidroalcoolice, solutii uleioase, oleordsini si uleiuri volatile derivate din
diferite pdrti ale plantelor) cu activitate antimicrobiand oferd o alternativd eficientd si
sustenabild privind fabricarea de noi formuliri, biomateriale si dispozitive medicale cu eficientd
terapeuticd superioara.

Nanoparticulele de magnetitd functionalizatd cu eugenol obtinute prin utilizarea
protocolului din acest brevet de inventie reprezintid candidati promitdfori pentru terapia anti-
infectioasi. Noutatea protocolului utilizat in sinteza acestor nanostructuri constd in conjugarea
directd a compusului organic la suprafata particulelor oxidice, fird activare chimica suplimentard
si fird utilizare de agenti intermediari de legare. Avantajele protocolului de sintezi propus,
reprezentand o versiune modificatd a metodologiei conventionale de sintezd chimics, includ
pretul de cost redus al materiilor prime, disponibilitatea i non-toxicitatea agentului de
functionalizare, reproductibilitatea si randamentul ridicat privind produsul de sinteza.

Eugenolul este un derivat fenolic cu efecte antimicrobiene [26,27,28] si antitumorale
[29,30], izolat majoritar din uleiul esential de cuisoare (Syzygium aromaticum). Activitatea anti-
patogenicd a eugenolului este datoratd structurii fenolice (abundenta gruparilor hidroxil
determind inhibarea enzimatici la nivelul membranei celulare i inducerea stresului oxidativ prin
generarea de specii reactive de oxigen) i naturii hidrofobe (faciliteazd penetrarea stratului
lipopolizaharidic al membranei celulare) [31,32]. Aceste caracteristici sunt responsabile si pentru
efecte terapeutice sinergice, in cazul tratamentului combinat [33,34]. Mai mult, eugenolul si

derivafii acestuia prezinti eficientd asupra comunititilor microbiene organizate in biofilme
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patogene de virulentd, persistentd si infectivitate. in particular, sporirea performantelor clinice
ale dispozitivelor medicale prin intermediul acoperirilor nanostructurate eficiente terapeutic
reprezintd o directie atractivd a cercetdrii mondiale [3,4].

Noutatea studiului este datid de optimizarea protocolului privind sinteza intr-o singurd
etapid a nanostructurilor complexe pe bazi de magnetitd (Fe;Os), eugenol (E) si tetraetil
ortosilicat (TEOS), in scopul dezvoltarii de acoperiri pe bazd de particule nanodimensionate de
magnetitd functionalizatd cu principii bioactive §i modificate cu silice (Fe304@E@TEOS),
destinate prevenirii i limitérii fenomenelor de contaminare si colonizare microbiand a suprafetei
cateterelor.

Optimizarea anti-infectioasd a dispozitivelor medicale prin imbunititirea suprafetelor
implantabile cu nanosisteme oxidice oferd avantaje multiple, incluzand activitatea anti-
patogenicd intrinsecd [5,6], proprietitile datorate nanodimensionalitdtii §i versatilitatea
impresionanta de derivatizare, conjugare si biofunctionalizare [7,8].

Spre exemplu, conjugarea fluorochinolonelor prin intermediul grupérilor tiolice la
suprafata nanosistemelor oxidice reprezintd o abordare eficientd privind eradicarea bacteriilor
persistente si managementul patologiilor infectioase asociate dispozitivelor medicale, inclusiv
catetere [9]. Vizind aceeasi aplicatie clinici, a fost raportata eficacitatea multistraturilor de oxid
de titan [10] si a nanocompozitelor pe bazd de oxid de magneziu co-dopat cu ioni de zinc si
calciu [11], precum §i cea a texturdrii suprafetei obturatoarelor cateterelor urinare utilizind o
compozitie nanostructurati complexa ce confine oxid de mangan si oxid de zinc [12].

Bioactivitatea nanoparticulelor de magnetitd (Fe304), incluzand efectele antimicrobiene si
antitumorale intrinseci, presupune evenimente corelate cu nanodimensionalitatea acestora,
precum perturbarea mecanismelor celulare vitale prin interactiunea cu ionii metalici eliberati si /
sau cu speciile chimice reactive formate, dar si distrugerea celulelor prin deteriorarea mecanica
sau degradarea indusi termic (hipertermie magneticd) a acestora [13,14].

Versatilitatea chimiei de suprafatdi a nanoparticulelor de Fe3Os oferd posibilititi
impresionante de derivatizare §i funcfionalizare, aspect important pentru dezvoltarea de noi
formuldri si sisteme cu eficientd farmacoterapeutica.

La nivel national, au fost brevetate protocoale privind sinteza de particule magnetice
nanodimensionate stabilizate cu acid citric si modificate cu carboximetilcelulozi [15], stabilizate

cu glucoza si acoperite cu strat nanometric de aur [16], sau stabilizate cu tioacizi si acoperite cu
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[35,36]. Actiunea antitumorald a eugenolului implica interceptarea mecanismelor celulare de
semnalizare si se manifesta prin afectarea dezvoltirii celulelor maligne, inhibitia malignizarii $i
metastazirii celulare, actiunea pro-inflamatorie si pro-apoptotica [37,38,39]. Totodati, efectele
anti-inflamatorii $i anti-oxidante [40,41,42] induse de acest fenilpropanoid reprezinti aspecte
esentiale in dezvoltarea de formuldri farmacoterapeutice sigure si eficiente.

Considerand rolul de agent stabilizator al miezului anorganic asupra proprietatilor
fizicochimice si volatilitafii eugenolului, dar si rolul de agent stabilizator, anti-oxidant si
citomodulator al invelisului organic asupra magnetitei, aplicarea prezentului protocol de sintezi a
nanostructurilor pe bazi de Fe3;Os si eugenol oferd o solutie bidirectionali pentru obginerea de
formuliri sigure si eficiente farmacoterapeutic.

Modificarea suprafetei nanoparticulelor de magnetitd utilizind retele de silice (SiO)
constituie o abordare de real interes a cercetdrii internationale, realizatd cu scopul de a reduce
aglomerarea, de a preveni fenomenele oxidative, de a imbunititi stabilitatea si dispersia in medii
apoase, de a modula compatibilitatea §i specificitatea interactiunilor cu structurile biologice
[43,44].

Conjugarea silicei la suprafata nanoparticulelor magnetice poate fi realizatd utilizind un
protocol simplu, ieftin si eficient de hidroliza a tetraetil ortosilicatului (TEOS) in mediu alcoolic
si in prezenta unui catalizator alcalin [45,46], acesta fiind frecvent implicat in fabricarea de
structuri silicatice mezoporoase. Dimensiunea, morfologia, tipul §i microstructura porozitatii
retelelor de silice pot fi experimental ajustate prin optimizarea parametrilor de sintezi (tipul
precursorilor, temperatura si pH-ul reactiei, tipul si concentratia agentilor surfactanti) [47,48].

Aria de suprafafd impresionantd, porozitatea bine-definitd, uniforma si controlabild, si
bioactivitatea excelentd a silicei reprezinta aspecte esentiale pentru dezvoltarea de platforme si
dispozitive farmacoterapeutice. Datoritd versatilitatii compozitionale §i microstructurale, retelele
de silice permit incdrcarea sau imobilizarea diferitelor principii bioactive, oferind posibilitatea
livrarii specifice si selective si a eliberdrii fintite si controlate a acestora [49,50].

Pe plan nafional, platforme pe bazi de silice incdrcate cu principii fitochimice si
incapsulate in matrice polizaharidicd [51,52] sau polizaharidicd/proteicd [53] au fost propuse
pentru aplicatii farmacologice si cosmetice. De asemenea, au fost brevetate protocoale de sinteza
a unor retele mezoporoase de silice ce au determinat modularea profilului de eliberare a

antibioticelor [54] si chimioterapicelor [55], contribuind la dezvoltarea de formulari optimi
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Raspunsul modulabil al nanoparticulelor de magnetitd la aplicarea unui cdmp magnetic
extern si solubilizarea SiO: in medii slab acide sau cu dezechilibre metabolice (cum este cazul
compartimentelor endolipozomale celulare, al inflamatiilor locale, al infectiilor microbiene i al
micromediului tumoral) constituie aspecte fundamentale in fabricarea de platforme
farmacoterapeutice avansate si inteligente [56,57,58].

Spre exemplu, utilizarea TEOS pentru acoperirea miezului magnetic oferd o posibilitati
multiple priving conjugarea ulterioard de unitdti monomere, cu scopul obtinerii de
nanocompozite dendritice auto-asamblate prin activare magneticd [59]. Nanosisteme magnetice
modificate cu retele mezoporoase §i conjugate cu biomolecule pot fi utilizate in fabricarea de
platforme multifunctionale pentru detectia specificd si selectivd a biomarkerilor functionali,
inflamatori sau hormonali [60], in vreme ce conjugarea biomoleculelor de nanostructuri pe baza
de silice si nanoparticule magnetice determind imbunétafirea contrastului in imagistica prin
rezonan{a magnetica [61,62].

Solutionarea propusi in prezenta inventie constd in optimizarea protocolului privind
sinteza intr-o singurd etapad a nanostructurilor complexe de tip core/shell pe bazi de Fe3Os,
principii fitochimice (eugenol) si tetraetil ortosilicat (TEOS), cu scopul dezvoltarii de acoperiri
nanostructurate cu efecte inhibitorii asupra contamindrii si colonizarii microbiene a suprafetei

cateterelor.

Protocol:

Utilizdnd o variantd modificata a protocolului de co-precipitare, nanoparticule magnetice
functionalizate cu eugenol si modificate cu silice au fost sintetizate, intr-o singura etapi, aplicand
reteta de mai jos:

- prepararea solutiei precursoare (FeSO4 x 7H20 si FeCls, in raport molar 1:2)

- prepararea mediului de precipitare (solutie amoniacald 10% cu continut de 0,20% eugenol si
aport variabil de TEOS — 1, 2, 2.5, 3 i 3.5 mL)

- addugarea in picatura si sub agitare magnetici a suspensiei organice peste solufia precursoare

- separarea magneticd, spalarea gi uscarea in condifii inerte a produsului final

Noutatea protocolului este datd de obtinerea nanosistemelor cu structurd de tip
core/shell, pe bazi de magnetitd functionalizatd si silice, utilizdnd o versiune optimizati a

metodologiei conventionale de sintezd chimicd. Avantajele protocolului de sintezid propus
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includ: conjugarea agentului organic la suprafaja particulelor oxidice fard activare chimica
prealabild a suprafetei sau cuplare de agenti intermediari de legare; formarea nanosistemelor cu
structurd core/shell intr-o singurd etapd; preful de cost redus al materiilor prime; disponibilitatea
si non-toxicitatea agentului de functionalizare; reproductibilitatea i randamentul ridicat privind
produsul de sinteza.

fn urma studiului efectuat de ciitre echipa de cercetare s-a dovedit ci refeta cu continut de
3 mL TEOS a determinat cel mai scizut grad de aglomerare inter-particula, dar si imbunatatirea
vizibila a stabilitatii dispersiei nanostructurilor. Studii internationale de specialitate raporteaza
rezultate comparabile privind obtinerea de structuri stabile si cu distributie dimensionala ingusta
de tipul Fe304@Si0z, insa doar in prezenta de lubrifianii si surfactanti.

Utilizdind o tehnicd de procesare laser, nanostructurile rezultate prin aplicarea
protocolului optimizat de sintezi au fost transferate sub form# de acoperiri pe suprafata
dispozitivelor implantabile. Avantajele tehnicii laser utilizate, sustinute si de rezultatele din
prezentul studiul, includ: optimizarea facila a parametrilor de procesare laser; transferul
stoechiometric si eficient al materialelor anorganice si organice; obtinerea de acoperiri continue
si omogene din punct de vedere compozitional gi microstructural, de grosime nanometrica.

Modificarea suprafetei cateterelor cu acoperiri de nanostructuri FesO4@E@TEOS a
determinat limitarea semnificativa a etapelor de formare si dezvoltare a biofilmelor bacteriene
asociate speciilor Gram-pozitive si Gram-negative, concomitent cu dezvoltarea normala a
fibroblastelor dermale si lipsa efectelor proinflamatorii. Rezultatele testelor in vitro au validat
potentialul de aplicare a acoperirilor nanostructurate in scopul sporirii performantelor

biofunctionale ale dispozitivelor biomedicale de tipul cateterelor.
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REVENDICARI

1. Retetd de fabricare a unei acoperiri pentru imbunétitirea suprafetei cateterelor ce are la
baza nanostructuri core/shell de FeiO4, eugenol si tetraetil ortosilicat (TEOS), folosind un volum
optim de 3 mL TEOS.
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