Raport stiintific etapa 4

privind implementarea proiectului in perioada ianuarie - septembrie 2016

Obiective si activitati propuse pentru Etapa 4 - 2016:

Obiectiv 7. Optimizari ale proprietatilor in solutie si in stare solida pentru obtinerea unor
membrane compozite semipermeabile
Activitatea: 7.3. Realizarea unor membrane semipermeabile cu dimensiuni controlabile ale

porilor. Studiul suprafetelor prin teste specifice: studii de permeabilitate.

Obiectiv 8: Proprietati specifice ale membranelor compozite pentru aplicatii biomedicale
Activitati: 8.1. Stabilirea gradului de adsorbtie a apei, a compatibilitatii
compozitelor/amestecurilor polimere cu componentele sangelui.
8.2. Stabilirea corelatiei dintre hidrofilicitate si biocompatibilitate pentru
aplicatii specifice.
8.3. Testarea activitatii antimicrobiene a compozitelor/amestecurilor
polimere, utilizand specii bacteriene (Staphylococcus aureus si

Escherichia coli).

Obiective si activitati realizate. Toate activitatile propuse pentru aceaste etape au fost realizate
si sunt prezentate succint in acest raport.



7.3. Realizarea unor membrane semipermeabile cu dimensiuni controlabile ale porilor.

Studiul suprafetelor prin teste specifice: studii de permeabilitate

Proiectul analizeaza posibilitatile obtinerii de noi biomembrane semipermeabile, cu
grad de hidrofilicitate si porozitate controlate, obtinute prin amestecarea polisulfonelor
functionalizate cu grupe cuaternare de amoniu (PSFQ) cu diferiti polimeri hidrofili (CAP -
acetoftalatul de celuloza si alcoolului polivinilic - PVA), realizand astfel o balanta intre
proprietatile componentelor individuale. Proprietatea analizata este ,efectul de
permeabilitate”, datorat interactiunii chimiei de suprafata si topografiei de suprafata la nivel
macro si nano. Sorbtia apei in polimeri poate furniza informatii vitale despre materiale;
proprietatile de sorbtie a umiditatii sunt recunoscute ca factori critici in determinarea
performantelor lor de stocare, stabilitate, prelucrare si aplicare. In acest sens, capacitatea de
sorbtie a vaporilor de apa pentru membranele compozite pe baza de polisulfonica cuaternizata
(PSFQ/CAP si PSFQ/PVA) a fost determinata in regim dinamic din izotermele de sorbtie
utilizand tehnica DVS - Sorbtia dinamica a vaporilor. Figura 1 prezinta izotermele
sorbtie/desorbtie pentru sistemele compozite studiate.
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Figura 1. Izotermele sorbtie/desorbtie pentru sistmele compozite PSFQ/PVA (a) si PSFQ/CAP (b) la
diferite compozitii ale amestecurilor de polimeri, la 25°C

Avand in vedere forma izotermelor, acestea pot fi asociate cu izoterme de Tipul V, in
conformitate cu clasificarea IUPAC. Acest tip reprezinta izotermelor de adsorbtie cu
histerezis caracteristice materialelor poroase [1]. In plus, descriu sorbtia materialelor hidrofile
sau slab hidrofobe, cu interactiuni slabe adsorbant-apa, cu sorbtie scazuta la umiditate mica,
uneori, sorbtie moderata la umiditate mijlocie si o crestere brusca a sorbtiei de apa la
umiditate aproape de 100% [2-4]. Tabelul 1 listeaza valorile parametrilor de suprafata
evaluati din izotermele de sorbie/desorbtie pentru toate sistemele studiate.



Tabelul 1. Parametrii de suprafata evaluati din izotermele de sorbie pentru sistemele compozite
PSFQ/PVA si PSFQ/CAP

Capacitatea de Dimensiunea Metoda BET
Polimer/Sistem sorbtie, % medie a porilor,
il Aria specifica, m’/g | Monostrat, g/g

PSFQ 11.0123 1.046 210.532 0.0599

PVA 3.8602 1.331 58.030 0.0165

CAP 3.6914 0.813 62.230 0.0132
PSFQ/PVA

75/25 9.1212 1.855 81.990 0.0233

50/50 6.4677 1.291 199.674 0.0568

25/75 5.2915 0.913 69.723 0.0198
PSFQ/CAP

75/25 10.5182 1.107 201.104 0.0573

50/50 5.9307 1.053 107.094 0.0305

25/75 41771 1.046 79.294 0.0226

Diferentele dintre capacitatile de sorbtie pentru sistemele compozite studiate pot fi
explicate prin deosebirile in structura si morfologia acestora. In astfel de investigatii relatia
structura-solubilitate in apa reprezinta un parametru cheie, in special in cazul sistemelor care
prezinta grupe polare. Prin analiza rezultatelor obtinute experimental din graficele
sorbtie/desorbtie, variatia capacitatii sorbtiei dinamice a vaporilor de apa prezinta aceeasi
tendinta pentru ambele sisteme compozite. Prin urmare, capacitatea de sorbtie este influentata
de densitatea de sarcina a lanturilor (grupele cuaternare de amoniu), dar si de grupele polare
care sunt puternici protono-acceptori in formarea legaturilor de hidrogen. In plus, prezenta
grupelor flexibile permite mobilitatea sau relaxarea lanturilor macromoleculare in matrice
polisulfonica, oferind suficient spatiu pentru molecule de apa de a se integra in sistemul
compozit.

Metoda Brunauer-Emmet-Teller (BET, Ecuatia 1) [5] a fost utilizata pentru a evalua
aria suprafetei specifice (Tabelul 1) pe baza datelor de sorbtie a vaporilor de apa inregistrate
in conditii dinamice. Diferenta dintre ordinea capacitatilor de sorbtie a apei si a valorilor
obtinute pentru suprafetele specifice poate fi cauzata de natura gruparilor functionale ale
polimerilor din sistem.
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unde W — cantitatea de apa sorbita, W, — cantitatea de apa ce formeaza monostratul, C —
constanta de sorptie, RH — umiditatea relativa.

Marimea medie a porilor a fost estimata aplicand modelul lui Barett, Joyner si Halenda
(BJF, Ecuatia 2) [6] presupunand o geometrie cilindrica a porilor; Tabelul 1 listeaza aceste
valori.
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unde: A este aria suprafetei evaluata prin metoda BET; n procentul de absorbtie; p,
densitatea fazei adsorbite.

Investigatiile au demonstrat ca pe suprafata acestora se poate observa existenta unor
pori de dimensiuni nanometrice a caror numar variaza de la o proba la alta (evaluari si din
tehnica AFM) in functie de structura polimerilor din amestec. Se remarca efectul porogen al
acetoftalatul de celuloza si alcoolului polivinilic care genereaza structuri cu o arie mare a
suprafetei specifice si dimensiuni mici ale porilor in matricea polisulfonica. Se poate afirma
ca prin cercetarile realizate s-au evidentiat si proprietatile de transport ale membranelor
compozite polisulfonice.

In concluzie, rezultatele obtinute confirma posibilitatea obtinerii de noi membrane
semipermeabile, prin tehnica propusa in acest proiect, iar controlul asupra porozitatii si
trasaturile topografice putand fi reglat prin alegerea polimerului. Toate aceste rezultate
certifica compozitele PSFQ/CAP si PSFQ/PVA ca potentiali candidati pentru aplicatii
practice in tehnologia membranelor in domeniul biomedical, eliberare controlata de
medicamente, tratare a apelor uzate, etc.

Obiectiv 8: Proprietati specifice ale membranelor compozite pentru aplicatii biomedicale

8.1. Stabilirea gradului de adsorbtie a apei, a compatibilitatii
compozitelor/amestecurilor polimere cu componentele sangelui

Un factor cheie in proiectarea de polimeri biocompatibili cu rol important in stiinta
materialelor, biochimie, biologie celulara si biomedicina il constituie stabilirea relatiei dintre
caracteristicile de suprafata ale polimerului si componentele sanguine. Este bine cunoscut
faptul ca, raspunsul unei celule si modul in care adera la suprafata polimera atunci cand se
afla in contact cu aceasta influenteaza in mare masura biocompatibilitatea materialelor.
Biocompatibilitatea polimerilor poate fi imbunatatita prin schimbarea polaritatii si implicit, a
capacitatii de udare, adaugarea de grupe functionale care ajuta la prevenirea trombogenitatii,
si de asemenea, acoperirea suprafatei cu specii compatibile biologic, de exemplu, proteine si



antibiotic [7]. In plus, compatibilitatea este dictata de modul in care suprafetele polimere
interactioneaza cu componentele sangelui, cum ar fi celulele rosii si trombocitele.

Polisulfona si polisulfonele modificate chimic reprezinta cea mai diversa clasa de
biomateriale mult utilizata in aplicatii biomedicale, contribuind astfel semnificativ la calitatea
si eficienta starii de sanatate [8]. In contextul celor prezentate, un alt obiectiv al analizei
suprafetei polisulfonelor cationice in amestecuri de polimeri hidrofili, are drept scop o mai
buna intelegere a chimiei interfaciale de adeziune nu numai cu apa, ci si cu unele componente
sanguine (globulele rosii - RBC, trombocitele), si proteine plasmatice (albumina,
immunoglobulina G (IgG), fibrinogenul), fiind conditia necesara pentru evaluarea
posibilitatilor de utilizare ale sistemelor compozite pe baza de polisulfone functionalizate in
aplicatii biomedicale si pentru a stabili compatibilitatea acestora cu unii compusi din sange.
Prin urmare, valorile obtinute pentru tensiunile interfaciale y, (Ecuatia 3) [(s) — suprafata

polimera PSFQ/CAP si PSFQ/PVA si (I) - componente ale sangelui sau proteinele
plasmatice] si lucrul de imprastiere, Wy, (Ecuatia 4) [9,10], au evidentiat existenta unor forte

de atractie intre doua particule polimerice (s) imersate in mediul sangvin (l) (Figurile 2-4).

[ AB\2 d LW 2 3
Yol = ( YR,— Yov )+ ( Yiv ~VVsv ) ®)
W = Wy — W = 2757808 + (v, 1in)®° + (s 1) 51 - 21y 4)

yf'v si yR/ - reprezinta componentele disperse si respectiv, polare (cu contributiile electrono-
donor, v}y, si electrono-acceptor, yj;,) la tensiunea de suprafata totala, vy, , a lichidelor test
utilizate; yé-\)’v si yf\‘,B - reprezinta componentele disperse si respectiv, polare ale tensiunii de
suprafata totala a filmelor compozite polisulfonice, yé;,W/AB , Cu contributiile electrono-

donor, y4, si electrono-acceptor, vg, , determinate prin metoda LW/AB (date obtinute in
etapa 2 — Obiectiv 4).
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Figura 2. Tensiunea interfaciala a apei si a unor componente sanguine (a), si proteine plasmatice (b),
la suprafata filmelor compozite PSFQ/CAP (Notatii pentru rapoartele de amestecare: ,,1” - 100/0; ,,2”
- 75/25; ,,3” - 50/50; ,,4” -25/75; ,,5” - 0/100)
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Figura 3. Lucrul de imprastiere al apei si a unor componente sanguine (a), si a unor proteine
plasmatice (b), la suprafata filmelor compozite PSFQ/CAP (Notatii pentru rapoartele de amestecare:
.17 -100/0; ,2” - 75/25; ,,3” - 50/50; ,,4” -25/75; ,,5” - 0/100)
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Figura 4. Lucrul de imprastiere al apei si a unor componente sanguine (@), si a unor proteine
plasmatice (b), la suprafata filmelor compozite PSFQ/PVA (100/0; 75/25; 50/50; 25/75; 0/100)

Valorile pozitive obtinute pentru lucrul de imprastiere al celulelor rosii, Ws rgc, si valorile

negative ale lucrului de imprastiere a trombocitelor, Ws , (Figura 3(a), 4(a)) pe suprafata

filmelor composite studiate au fost utilizate pentru caracterizarea biomaterialelor, in ceea ce
priveste adeziunea celulara. In acest context, se stie ca materialele care prezinta valori mici
ale lucrului de adeziune au capacitate scazuta de adeziune celulara, comparativ cu cele care
au un lucru mare de adeziune [11].



8.2. Stabilirea corelatiei dintre hidrofilicitate si biocompatibilitate pentru aplicatii
specific

Interactiunea dintre suprafata polimerului si celule rosii este mediata in mare parte de
interactiunea hidrofoba cu stratul dublu de lipide, interactiunea electrostatica datorata
suprafatei incarcate sau/si interactiunea directa cu membrana proteinelor plasmatice, in
functie de caracteristicile polimerului. Pentru sistemele compozite analizate, interactiunea
electrostatica poate aparea intre suprafata polisulfonei cationica si celulele rosii, ca urmare a
sarcinii pozitive a grupelor cuaternizate si sarcinii negative a suprafetei celulelor rosii din
sange. Acest tip de interactiune devine decisiva, impreuna cu cresterea contributiei acestor
polisulfone, mai ales ca transportatori genetici in aplicatii biomedicale.

Trombocitele/Plachetele sunt esentiale in mentinerea hemostazei, acestea fiind foarte
sensibile la schimbarile micromediului sanguin. Avand in vedere expunerea la trombocite,
valorile negative ale lucrului de imprastiere (Figurile 3(a) si 4(a)) arata ca toate probele
prezinta 0 coeziune pronuntata, ceea ce sugereaza ca compozitele nu interactioneaza cu
trombocitele, prevenind astfel activarea coagularii la interfata biomaterial-sange.

Un aspect important in evaluarea biocompatibilitatii se refera la analiza adsorbtie
competitive sau selective de proteine din sange pe suprafata biomaterialului. Astfel, Figurile
3(b) si 4(b) prezinta valori negative ale lucrului de imprastiere pentru albumina, care
impreuna cu respingerea trombocitelor, subliniaza rolul important jucat in interactiunea
»-material-gazda”. Pe de alta parte, polisulfonele cuaternizate pot fi considerate ca fiind
compatibile cu anumite elemente din mediul fiziologic (de exemplu, tesut, celulele), deoarece
interactiunea acestora cu materialele biologice studiate nu genereaza deteriorarea celulelor
sanguine sau nu provoaca schimbari in structura proteinelor plasmatice. In plus, valorile
pozitive ale lucrului de imprastiere obtinute pentru fibrinogen si IgG (Figurile 3(b) si 4(b))
indica materialele compozite polisulfonice studiate ca fiind materiale cu proprietati
promitatoare utilizate in creearea de dispozitive de contact cu sangele (inclusiv grefe
vasculare, stenturi, stimulatoarele cardiace, circuite extracorporale, etc).

Toate aceste proprietati, corelate cu microarhitectura filmelor (Activitatea 7.2),
recomanda amestecurile/compozitele pe baza de polisulfone cuaternizate ca fiind buni
candidati pentru aplicatii in ingineria celulara si tisulara.

Prin urmare, compatibilitatea cu sangele presupune prevenirea adeziunii trombocitelor
si dezactivarea sistemului de coagulare, fenomene generate de adsorbtia competitiva a
proteinelor din sange la suprafata polimerului [12].
In cele din urma, aceste rezultate par a fi aplicabile pentru evaluarea adeziunii bacteriene pe
suprafetele polimerice si ar putea fi folosite ulterior pentru studierea posibilelor infectii
induse de diverse implanturi sau pentru obtinerea biomembranelor.



8.3. Testarea activitatii antimicrobiene a compozitelor/amestecurilor polimere, utilizand
specii bacteriene (Staphylococcus aureus si Escherichia coli).

Pe langa interactiunea celula-material, proprietatile antibacteriene joaca un rol
important in implanturile medicale. Astfel, pentru o functionare corecta a unui implant este
foarte important ca atasarea bacteriilor sa fie prevenita. Unii polimeri cu proprietati
antibacteriene, care ucid bacteriile sau preven atasarea lor, pot fi utilizati pentru a acoperiri
sau de a depozita pe suprafata implantului un strat antimicrobian care ofera o rezistenta
impotriva colonizarii bacteriene [13]. In acest sens, polimerii cu grupe cuaternare de amoniu
sunt biocidele polimerice cele mai explorate. Testarea activitatii antimicrobiene a
polisulfonelor care contin grupe cuaternare de amoniu reprezinta una dintre cele mai
importante proprietati direct legate de posibile noi aplicatii ale acestor compusi.

In contextul celor mentionate, eficienta antimicrobiana a compozitelor pe baza de
polisulfone cuaternizate (PSFQ/CAP si PSFQ/PVA) a fost examinata pe doua
microorganisme reprezentative din punct de vedere clinic: Escherichia coli ATCC-10536
(Gram-negativ) si Staphylococcus aureus ATCC-6538 (Gram-pozitive). Rezultatele
experimentale obtinute in urma stabilirii diametrelor zonelor de inhibitie (mm) a
amestecurilor/compozitelor asupra celor doua microorganisme test sunt redate in Tabelul 2 si
Figura 5.

Tabelul 2. Evidentierea actiunii antibacteriene a compusilor testati fata de tulpinile de referinta,
pentru solutii de concentratie 0.5 g/dL in NMP (NMP - martor)

Proba Diametrul zonei de inhibitie (mm)
Notare Microorganism test Notare Microorganism test
conventionala conventionala o .
proba Staphylococcus proba Escherichia coli
aureus
PSFQ 1A 18 1E 23
PVA 2A 16 2E 22
CAP 3A 20 3E 20
70/30 4 A 16 4E 21
PSFQ/ PVA
70/30 5A 19 5E 20
PSFQ/CAP

* Notatiile A si E se refera la speciile bacteriene Staphylococcus aureus si respectiv, Escherichia coli




Figura 5. Testarea activitatii antimicrobiane a sistemelor compozite studiate (PSFQ/PVA si
PSFQ/CAP, la diferite compozitii conform notatiilor din Tabelul 2) in NMP fata de
Staphylococcus aureus si Escherichia coli, exprimata prin diametrul zonei de inhibitie.
Figura mica inserata in zona din dreapta a fiecarei figuri corespunde probei martor — NMP

Analiza datelor prezentate evidentiaza urmatoarele:

e pentru toate solutiile de polimeri/amestecuri testate se observa existenta
actiunii bactericide fata de tulpina Gram — negativa (E. coli) si Gram - pozitiva
(S. aureus); inhibarea este mai intensa comparativ cu proba martor — NMP;

e amestecurile testate inhiba cresterea microorganismelor; sesizandu-se diferente
mici privind efectele inhibitorii ale acestor polimeri cu caracteristici hidrofile.
Astfel, S. aureus este mai putin sensibila decat E. coli pe suprafetele
polimerilor mai hidrofili, iar inhibarea devine mai puternica cu cresterea
continutului de CAP;

e cu cat diametrul zonei de inhibitie este mai mare, cu atat germenele este mai
sensibil, adica, cantitatea de polimer/compozit necesara inhibitiei bacteriei
testate este mai mica si invers.

Polisulfonele cationice modificate cu grupe cuaternare de amoniu interfera cu
metabolismul bacterial prin interactiuni electrostatice care au loc la suprafata celulei
bacteriene [14-16]. Aceasta concluzie este sustinuta de valorile diametrului zonei de inhibitie



listate in Tabelul 2; rezultatele arata ca activitatea bacteriala a componentilor testati depinde
de natura microorganismului. Astfel, s-a gasit ca E. coli este mai sensibila la
polimerii/compozitele investigate fata de S. aureus. Pe de alta parte, diferentele in compozitia
peretelui celular al bacteriilor Gram-negative (E. coli) si Gram-pozitive (S. aureus) determina
rezistenta diferita la distrugere prin agentii antimicrobieni (PSFQ). Prin urmare, toate aceste
aspecte indica faptul ca activitatea antimicrobiana depinde de grupele functionale ale
polisulfonei cuaternizate, alcoolului polivinilic si acetoftalatului de celuloza si de caracterul
hidrofil/hidrofob al microorganismului, generand diferite interactiuni intre grupele
functionale si membranele care alcatuiesc peretele celular al microorganismului.

Activitatea antimicrobiana a compozitelor pe baza de polisulfone cu grupe cuaternare
de amoniu este considerata a fi una dintre cele mai importante proprietati, direct legate de
noi posibile aplicatii. Acesta proprietate este utila in investigatii privind aplicatiile
biomedicale specifice si in utilizarea acestor compozite ca membrane semipermeabile.

Concluzionam ca, proprietatile optice, gradul de hidrofilicitate si morfologia suprafetei
membranelor compozite obtinute dintr-o prealabila caracterizare conformationala in
solutie, recomanda aceaste materiale polimere in realizarea de membrane. Mai mult,
informatiile obtinute din rezultatele experimentale privind testarea activitatii
antimicrobiene contribuie la largirea posibilitatilor de aplicare a acestor compozite in
domeniul biomedical.

Toate obiectivele propuse au fost pe deplin realizate si cele mai multe rezultate reprezinta parte
din continutul unor lucrari stiintifice publicate/trimise spre publicare, carti/capitole de carte

si prezentari la manifestari stiintifice internationale si nationale.
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