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Inventia se referd la domeniul chimiei si medicinii, si anume la procedee de obtinere a materialelor polimerice cu
proprietati antibiotice.
Domeniul medicinii referitor la obtinerea noilor preparate antibiotice este actual la etapa contemporana in legdtura
cu aceea, ca preparatele antibiotice cunoscute au devenit inactive fatd de multi microbi, inclusiv si pentru bacteriile
ce provoaca tuberculoza. La etapa actuald stiinta n-a descoperit noi preparate antibiotice de aceea, se propun
materiale polimerice ce au proprietati antibacteriene la nivelul preparatelor initiale sau chiar mai bune. Acesti
polimeri biologic activi cat si materiale polimerice obtinute prin grefarea unui medicament antibiotic cunoscut la un
polimer suport, transmit medicamentului un efect prelungit de actiune si rezultate mai efective in tratarea
tuberculozei si a altor maladii.
Este cunoscut [1] preparatul polimeric obtinut la copolimerizarea monomerilor streptomicil hidrazilmetacrilat
CH,=C(CH3)—-CONH-N=CH-streptomicina cu metacrilamidd CH,=C(CH3)—CONH, si 2—metilsulfoxietilmetacrilat
CH,=C(CH3)—COOCH,CH,S(0)CHj5 (C). Acest preparat polimeric poseda proprietati antibacteriene pentru tratarea
tuberculozei. insa acest preparat poseda si 0 serie de dezavantaje [1]:
- masa moleculara mica si efect de prolongare neinsemnat;
- toxicitate relativ inalta.
Cel mai apropiat de inventia propusa este cererea de brevet [2]. Procedeul de obtinere a conjugatilor cu proprietati
antibiotice se desfasoard in doud stadii. Prima stadie prevede activarea cu cloroformiat de etil a polimerilor care
contin grupe OH, de exemplu, polietilenglicol, celuloza, amidon sau derivatii sai, cu obtinerea esterilor carbonati ai
polimerilor respectivi. in stadia a doua polimerul activat este supus unei transformari polimer-analoage prin cuplare
cu antibiotici, inclusiv streptomicina. in rezultat se formeazi o punte (linker) carbamatica intre catena si antibiotic
prin intermediul céreia streptomicina este grefata la polimer. Procedeul propus in acest brevet poseda o serie de
neajunsuri:
- timpul extrem de indelungat de realizare a transformarilor polimer-analogice;
- la baza transformarii polimer-analoage se gaseste o sinteza destul de laborioasa, in conditiile céreia pot sd aiba loc
si unele reactii secundare, ca reactia de legare intre catene (cross-linking) sau formare a carbonatilor ciclici;
Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu de conjugare de tip ,,one-pot” a
polimerilor naturali din clasa alfa-glucanilor cu streptomicind cu obtinerea unor produse cu proprietati antibiotice
relativ inalte si un efect mare de prolongare.
Esenta inventiei consta in faptul, ca se propune un procedeu de conjugare a alfa-glucanilor, constituiti din amidon
sau dextran, cu streptomicina prin activare cu cloroformiat de etil in dimetilformamida la temperaturi joase, totodata
gradul de substitutie la o unitate glucidica constituie de la 30...70%.
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Polimer medicinal
Schema de conjugare (grefare) a streptomicinei la amidon sau dextran
Rezultatul tehnic al inventiei constd in faptul ca procedeul propus permite obtinerea unor materiale polimerice
printr-o cale mai simpla, fara reactii secundare si care poseda un efect antimicrobian semnificativ comparativ cu
analogul proxim.
Rezultatul tehnic obtinut se datoreaza alfa-glucanilor care maresc activitatea biologica a substantelor antibiotice.
Inventia se explica prin desenele din fig. 1-7, care reprezinta:
- fig. 1, spectrul IR al amidonului/dextranului;
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- fig. 2, spectrul IR al streptomicinei;

- fig. 3, spectrul IR al materialului polimeric amidon/dextran-streptomicina;

- fig. 4, schema instalatiei pentru dializa (1 - cilindru, 2 - pahar chimic, 3 - membrana semipermiabila, 4 - solutie
analizata);

- fig. 5, variatia absorbantei streptomicinei in timp (in proba martor — streptomicina pura)

- fig. 6, variatia absorbantei streptomicinei in timp (in proba analizata — dextran-streptomicind)

Materialele polimerice au fost obtinute conform schemei de mai sus.

Materialul polimeric a fost purificat prin sedimentare din eter dietilic. Gradul de substitutie poate fi variat: de la

30...70%.

Exemple de realizare:
Pentru procedeul revendicat a fost utilizat amidon solubil din cartofi (Sigma-Aldrich) cu greutatea moleculara de
40...70 kD si dextran (Sigma-Aldrich) cu masa moleculari de 40 kD.

Exemplul 1

Intr-un pahar de 50 mL se introduce 1,0 g de solutie de amidon in dimetilformamida (solutia 1). In alt pahar se
dizolva 1,5 g de streptomicina in 10 ml dimetilformamida (solutia 2).

Solutia 1, care reprezinta in realitate solutie coloidala, se raceste intr-0 baie cu gheatd pana la 0°C, apoi la ea se
adauga cu picatura 0,6 mL de trietilaminad, iar peste 20 min, la agitare, 0,8 ml cloroformiat de etil. Cloroformiatul de
etil reactioneaza usor la temperaturi joase 0...2°C cu grupa —OH sau hidroximetil din structura amidonului,
conform schemei de mai sus, formand un compus instabil, care reactioneaza cu grupa aminid primara din
streptomicina.

Agitarea la 0°C se mai prelungeste 20 min, dupa care cu picatura se adaugd solutia 2. Dupa 30 min amestecul
obtinut se aduce la temperatura camerei si Se mentine 2-3 ore. Solutia obtinuta se evapora pana la o concentratie de
15...20 %, apoi se purificd prin sedimentare in hexan, apoi dupa redizolvare in dimetilformida se realizeaza
resedimentarea cu eter dietilic, dupa care se usuca la temperatura camerei si in etuva cu vid la t = 40°C.

Exemplul 2

Cuplarea streptomicinei la dextran s-a realizat conform aceluiasi procedeu.

Materialele polimerice obtinute se supun testdrilor antibacteriene. Structura materialelor polimerice a fost
confirmata cu ajutorul spectroscopiei IR (Fig. 1, 2, 3). Dupa cum observam din figuri cele mai accentuate schimbari
se produc la grupele —OH din amidon sau dextran, intensitatea benzilor de absorbtie v=3352 cm™ si v=1016 cm™ ce
corespunde grupelor hidroxil in polimerul analog are valori de 10-12 ori mai mici decét in spectrul amidonului sau
dextranului. Se mai observa si alte schimbari in spectrul polimer-analogului fatd de spectrul amidonului sau
dextranului si cel al streptomicinei, ceea ce confirma ca s-a produs reactia de conjugare.

in conditiile procedeului revendicat - temperaturi joase, adiugarea lentd a solutiei de streptomicina, sunt excluse
reactiile secundare de coasere a catenelor polimerice sau de formare a carbonatilor ciclici cu implicare in reactii a
grupelor hidroxilice vicinale, totodata se poate regla gradul de substitutie in ciclului glucidic 1n limitele 30...70%.

Testari ale activitatii antibiotice

Cercetarea activitatii antibiotice (bacteriostatice si bactericide) a materialelor polimerice obtinute s-a realizat pe
culturi de: Staphilococcus aureus (tulpina 209), Enterococcus faecalis, Escherichia coli (tulpina ATCC25922),
Pseudomonas aeruginosa (tulpina ATCC27853) si Proteus vulgaris (tulpina HX19222) prin metoda dilutiilor in
serie in mediu nutritiv lichid (bulion peptonat din carne 2%, pH=7,0). Materialele polimerice obtinute au fost
dizolvate in dimetilformamida pentru a obtine solutii cu concentratia de 10mg/mL. Doza de insamantare a constituit
500 mii de corpi microbieni la 1 mL de mediu nutritiv. in calitate de control s-au folosit medii nutritive insaméntate
cu aceleasi tulpini dar fara continut de materiale polimerice. Activitatea bacteriostaticad (concentratia minima de
inhibitie - CMI) s-a analizat vizual, in baza lipsei cresterii microorganismelor in mediul nutritiv. Activitatea
bactericidd (concentratia minima bactericidd - CMB) s-a determinat in baza lipsei cresterii microorganismelor dupa
insdmantare repetatd pe geloza peptonata cu termostatarea ulterioara timp de 24 si 48 ore.

Materialul polimeric sintetizat pe baza de dextran a demonstrat un efect antibacterian de 1,5...3,0 ori mai nalt decat
al dextranului cuplat (conjugat) cu ampicilina (Tabel). Materialul polimeric sintetizat pe bazd de amidon manifesta o
activitate antibacteriand mai putin pronuntata decét polimerul sintetizat pe baza de dextran, dar comparabila cu cea a
polimerului de referinta.

Tabel. Activitatea antibioticd a materialelor polimerice sintetizate

Test cultura bacteriana (ug/mL)

Ps. aeruginosa

S. aureus E.coli ) Pr. Vulgaris
Substanta (tulpina E. faecalis | (tulpina ATCC (tulplzn?s,gTCC (tulpina
209) 25922 HX19222)

CMI|CMB |CMI|CMB| CMI | CMB | CMI | CMB | CMI | CMB
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Dextran conjugat cu

LI 9,37 | 75 |4,68|4,68 | 9,37 18,75 >300 | >300 | 4,68 9,37
streptomicina (1:1)

Amidon conjugat cu

SN 12 | 15 |16,5| 23 13,6 23,5 >300 | >300 9,8 16,2
streptomicina (1:1)

Testarea efectului de prolongare

Pentru determinarea efectului de prolongare a eliberdrii streptomicinei (substanta activa) din materialul polimeric s-a
folosit metoda dializei printr-o membrana semipermeabild (grosimea =~ 15um).

Schema instalatiei pentru dializa este prezentata in figura 5. In paharul 2 s-au introdus 50 mL apa distilata. Tubul din
sticla 1, la una din deschiderile sale, S-a acoperit cu membrana semipermiabild 3, care s-a fixat de tub astfel Incit sa
formeze o suprafatd pland orientatd spre exterior. Tubul s-a introdus in paharul chimic si s-a fixat la distanta de 0,5
cm de la fundul paharului. Apoi in tub s-a introdus solutia analizata. In primul experiment solutie de streptomicina
0,5% 1n amestecul apa: dimetilformamida (1:1). Pentru al doilea experiment s-a folosit solutia obtinuta la dizolvarea
materialului polimeric in apa: dimetilformamida (1:1) cu aceeasi concentratie a streptomicinei. Apoi instalatia s-a
introdus in termostatul ajustat la temperatura de 37+2°C. Peste fiecare 30 minute din paharul 2 s-a extras 1 mL
solutie, in care prin metoda spectrofotometrica s-a determinat continutul streptomicinei (A=246 nm), si s-a adaugat 1
mL apa distilatd pentru a mentine volumul constant in pahar.

In baza datelor obtinute (Fig. 6, 7) s-a constatat ci streptomicina necuplati de poliglucide traverseazi membrana
semipermeabila (pand in momentul egalarii concentratiilor solutiilor de streptomicind separate de membrana
semipermeabild) timp de =1 ora, pe cand streptomicina din compozitia materialului polimeric conjugat traverseaza
membrana timp de aproximativ 3...4 ore.




