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INTRODUCERE

Raéspunsul la stimulii externi reprezintd o caracteristica fundamentala si intrinseca a
sistemelor vii, fiind cruciald pentru mentinerea functiilor normale, efectuarea unor activitéti
complexe si combaterea bolilor.

De la organisme unicelulare la specii pluricelulare, aproape toate procesele
fiziologice importante sunt reglate de semnale chimice, biologice sau fizice, inclusiv
diviziunea celulara, proliferarea, diferentierea, apoptoza celulelor, precum si respiratia,
fotosinteza si imunoreglarea. Frecvent, aceste raspunsuri sunt insotite de transformarea
structurald a sistemelor la nivel molecular si celular pana la nivel macroscopic. La nivel
molecular, enzimele, canalele ionice si alte proteine de transport suferd adesea tranzitii
structurale care faciliteaza legarea de molecule mici, ioni sau alte substante. La nivel celular,
biomembranele 1si moduleaza in mod dinamic arhitecturile prin interactiunile cu o varietate
de molecule, in special macromolecule, precum proteine, biopolimeri, etc. Aceste modificari
conformationale joacd un rol important in procesele celulare, cum ar fi exocitoza si
endocitoza.

Inspirati de sistemele de organizare ale organismelor vii si de modul in care acestea
reactioneaza la conditiile si procesele exogene fluctuante, cercetatorii au incercat sa imite
aceste fenomene din naturd si sd conceapd anumite sisteme, de reguld polimerice, care pot
recunoaste anumite schimbdri ale factorilor externi si reactiona prin modificari ale unor
proprietdti fizico-chimice. Polimerii care au aceste proprietati ale sistemelor vii au fost
denumiti ,,polimeri sensibili la stimuli externi” sau ,,polimeri inteligenti”.

Polimerii sensibili la stimuli externi suferd modificari reversibile ale proprietatilor
lor fizice sau chimice ca urmare a micilor variatii ale factorilor externi. De fapt, acesti stimuli
induc raspunsuri la scara macroscopica ale materialelor polimerice, cum ar fi umflarea,
colapsarea sau tranzitiile de la solutie la gel. De asemenea, acesti compusi macromoleculari
pot raspunde simultan la mai multi stimuli externi, precum pH, lumina, temperatura, tiria
ionicd, camp electric, substantele biochimice, etc. Din punct de vedere practic, 0 asemenea
capacitate de a percepe si de a reactiona la schimbarile de mediu poate fi exploatatd pentru
crearea unor dispozitive performante care pot imbunatati activitatea In diverse domenii:
biomedical, industria alimentara, industria textila, cosmetica, bioseparari si bioprocesari.

Pentru aplicatiile biomedicale, materialele polimerice inteligente pot fi obtinute sub

forma de hidrogeluri, filme, capsule, micro- si nano-particule, micele. Aceste formulari pot



fi folosite ca sisteme de eliberare controlata a medicamentelor, dispozitive de diagnosticare,
suporturi pentru ingineria tisulara, sisteme optice, biosenzori Ssau Sisteme

microelectromecanice.

Obiectivul general al tezei de doctorat a constat in elaborarea unor sisteme
inteligente de eliberare controlatd a medicamentelor. Aceste formuldri farmaceutice asigura
eliberarea unor substante terapeutice in organism ori de cate ori parametrii fiziologici sunt
in afara limitelor normale, imbunatatind astfel eficacitatea medicamentului prin controlul
vitezei, momentului si locului de eliberare.

Este bine-cunoscut faptul ca in cazul formularilor conventionale, dupa administrare,
concentratia principiului activ in sange atinge foarte rapid un maxim, apoi scade la fel de
rapid la o valoare la care este necesara repetarea dozei. De multe ori concentratia maxima
atinge valori mai mari decét nivelul terapeutic eficient, putand chiar sa depaseasca pragul de
toxicitate. Sistemele de eliberare controlatd conventionale elimina variatiile de concentratie
a principiului activ din sange si asigurd un nivel terapeutic pe o perioada indelungata. Totusi,
existd un numar de situatii clinice cand o asemenea abordare nu este suficienta si eficienta.
Acestea includ eliberarea insulinei pentru pacientii cu diabet zaharat, antiaritmicele pentru
pacienti cu tulburdri de ritm cardiac, inhibitori ai secretiei de acid gastric pentru controlul
ulcerului, nitrati pentru pacienti cu angina pectorala, ca si beta-blocanti selectivi, imunizari,
chemioterapia cancerului, etc. Prin urmare, pentru a imbunatati complianta pacientilor la
terapiile deja existente este cruciald conceperea si realizarea unor sisteme inovatoare iar
polimerii inteligenti reprezintd cheia pentru solutionarea acestor dificultati, in special
depasirea barierelor biologice, eliberarea medicamentului doar in anumite conditii
patologice si mentinerea actiunii principiului activ pentru o perioadd indelungata de timp.

Teza este structuratd in doud par{i: prima parte cuprinde date din literatura privind
polimerii sensibili la stimuli externi, urmata de clasificarea si descrierea matricilor
macromoleculare inteligente (micro- si nano-particule, hidrogeluri, micele, filme) iar partea

a ll-a cuprinde rezultatele originale obtinute Tn perioada de doctorat.

Capitolul | prezinta informatii generale despre polimerii sensibili la stimuli externi,
clasificarea acestor compusi macromoleculari, precum si avantajele utilizarii lor in domeniul

biomedical.

Capitolul Il cuprinde date referitoare la materialele folosite in teza, metodele de
sinteza §i caracterizare atat a polimerilor liniari sensibili la stimuli externi, cat si a matricilor

macromoleculare inteligente obtinute.



Capitolul 11l prezinta rezultate originale privind sinteza si caracterizarea
microsferelor sensibile la pH si temperaturda pe bazd de copolimeri de poli(N-
izopropilacrilamida-co-vinilimidazol) P(NIPAAmM-co-VI) si poli(N-izopropilacrilamida-co-
4-vinil piridina) P(NIPAAm-co-4-VP).

Tn subcapitolul 111.1 s-au sintetizat copolimerii liniari pe baza de NIPAAm si VI
prin copolimerizarea radicalica a celor 2 co-monomeri si s-a stabilit compozitia chimica
pentru care copolimerul prezintd o temperaturd criticd de insolubilizare (LCST, “lower
critical solution temperature”) apropiatd de cea a corpului uman in conditii fiziologice
simulate. Acest copolimer a fost apoi folosit pentru sinteza microsferelor cu sensibilitate la
pH si temperatura si Incarcate cu doxorubicina. Aceste microsfere au capacitatea de a se
auto-dezintegra in nanosfere monodisperse in conditii similare cu cele intalnite n fluidele
fiziologice (pH = 7,4, T = 36 °C). Dupa administrarea intravenoasa in fluxul sanguin,
nanosferele sunt stabile si elibereaza o cantitate mica de medicament, dar in mediile care
simuleaza conditiile endozomale si lizozomale (pH = 5,5 si respectiv pH = 5,0), acestea se
solubilizeaza si elibereaza intreaga cantitate de principiu activ inglobata. Nanosferele au fost
testate biologic folosind doua linii de celule canceroase, carcinom hepatic (HepG2) si celule
ale adenocarcinomului pulmonar A549, iar datele au aratat o susceptibilitate mai mare pentru
linia celulara HepG2. Prin urmare, ele pot fi utilizate ca sisteme de eliberare controlatd pentru
doxorubicina in tumorile hepatice.

Subcapitolul 111.2 prezinta rezultate originale privind sinteza si caracterizarea
microsferelor de poli(N-izopropilacrilamida-co-4-vinil piridina). Mai intai, a fost sintetizat
polimerul liniar sensibil la pH si temperatura care a fost caracterizat fizico-chimic prin
spectroscopie IR si RMN, iar valoarea pKa a fost determinata prin titrare potentiometrica.
De asemenea, a fost determinata temperatura criticd (LCST) a copolimerului. Microsferele
au fost obtinute din copolimerul liniar printr-o metoda originala de evaporare a solventului,
iar ca medicament pentru Tnglobare Th microsfere a fost selectat dexametazona. In urma
testelor efectuate s-a constatat ca aceste sisteme microparticulate incarcate cu dexametazona
sunt stabile in conditii fiziologice, dar se solubilizeaza rapid in conditii fiziologice simulate
cu pH = 5,0, conditii specifice micromediilor tumorale si drept rezultat elibereaza intreaga

cantitate de medicament.

Capitolul 1V prezinta rezultatele originale privind obtinerea unor noi hidrogeluri
dublu reticulate sensibile la temperaturd si pH. Initial, a fost sintetizat un hidrogel

termosensibil conventional prin reactia de polimerizare radicalica a N-izopropilacrilamidei



cu N-hidroxietilacrilamida in prezentd de N,N’-metilenbisacrilamida, folosita ca agent de
reticulare. Apoi, structurile dublu reticulate sensibile si la pH au fost obtinute din
hidrogelurile conventionale preparate anterior prin imersarea acestora intr-o solutie de
poli(metil vinil eter-alt-acid maleic) (P(VME/AM)) si reticularea termicad ulterioara. Ca
noutate, hidrogelurile dublu reticulate au fost realizate in absenta oricarui solvent organic
sau agent de reticulare, ambele fiind in general toxice pentru organism. Noile matrici au fost
caracterizate compozitional prin spectroscopie FT-IR, morfologic prin microscopie
electronica de baleiaj si s-au studiat capacitatea de umflare si proprietdtile mecanice.
Metoclopramida a fost selectatd ca medicament model pentru a investiga capacitatea
matricei de a controla viteza de eliberare a principiului activ. Rezultatele obtinute au aratat
ca in fluidul gastric (pH = 1,2 si T = 36 °C) hidrogelul este in stare colapsatd datorita
protondrii grupelor carboxilice si ca urmare, difuzia medicamentului este impiedicati. in
fluidul intestinal (pH = 7,4), grupele carboxilice sunt ionizate, hidrogelul se umfla si
elibereazd mai rapid medicamentul. In concluzie, hidrogelurile dublu reticulate sunt
recomandate pentru administrarea orala a metoclopramidei sau a altor compusi similari

biologic activi.

Capitolul V cuprinde rezultate originale referitoare la prepararea si caracterizarea
unor noi geluri injectabile termosensibile fie pe baza de amestec fizic dintre Poloxamer 407
si carboximetil pululan (CMP), fie prin grefarea de Poloxamer 407 pe carboximetil pululan.

Subcapitolul V.1 prezinta studiul de miscibilitate in solutie apoasa dintre cele doua
componente polimerice (Poloxamer si CMP) si stabilirea efectului concentratiei si a gradului
de substitutie a CMP asupra temperaturii de tranzitie sol-gel, cineticii de gelifiere si
proprietatilor mecanice ale termogelurilor obtinute la 37 °C. Studiile reologice au aratat ca
datorita vascozitatii relative scazute, adaugarea CMP in solutia de poloxamer nu are ca efect
cresterea parametrilor reologici ai termogelurilor. Scaderea temperaturii de gelifiere si
cresterea in duritate a gelurilor s-a observat pentru concentratii de 0,4 - 1% CMP in amestec.
Gelurile au prezentat o recuperare buna a structurii chiar si dupa o solicitare de 1000%, gelul
cu 1% CMP a prezentat o temperatura de gelifiere de 26 °C si o duritate buna, acest amestec
putand fi utilizat ca baza pentru o formulare de gel in situ, cu precadere in aplicatiile dermale.

Tn subcapitolul V.2, s-a sintetizat si caracterizat un nou copolimer sensibil la pH si
temperatura prin grefarea Poloxamerului 407 pe CMP (PIx-g-CMP). Structura copolimerului
grefat a fost evaluata prin spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier si rezonantd

magnetica nucleara. Studiul efectului concentratiei de copolimer asupra comportamentului



la gelifiere a fost efectuat prin teste reologice. Acestea au evidentiat o elasticitate ridicata si
o0 excelenta capacitate a copolimerului de a-si recupera structura initiala dupd indepartarea
fortei aplicate sau a stimulilor externi. Mai mult, hidrogelul a prezentat o eliberare sustinuta
a amoxicilinei (medicament model) timp de 168 de ore. Rezultatele obtinute indica clar ca
acest copolimer poate fi utilizat ca hidrogel injectabil, in special pentru reconstructia

cartilajelor deteriorate.

La finalul tezei sunt prezentate concluziile generale, precum si lista cu referintele

bibliografice.

OBIECTIVELE CERCETARII

3 Obtinerea unor microparticule sensibile la temperatura si pH incarcate cu
doxorubicina (MS-DXR) din copolimerul liniar preformat P(NIPAAmM-co-VI) prin
metoda evaporarii solventului pentru eliberarea medicamentului la nivelul tumorilor
induse experimental de liniile celulare A549 si HepG2.

3 Prepararea unor microparticule sensibile la temperatura si pH (MS-DEX) prin
metoda evaporarii solventului din copolimerul preformat P(NIPAAm-co-4-VP) si
dexametazona folosite ca platforme pentru eliberarea principiului activ la nivelul
micromediilor tumorale.

o3 Sinteza unor hidrogeluri conventionale termosensibile (PNH) printr-o reactie de
polimerizare radicalica a NIPAAm si HEAAm in prezenta sistemului redox de
initiere KPS/TEMED.

@3 Obtinerea unor hidrogeluri dublu reticulate sensibile la pH si temperatura (DC) din
hidrogelurile conventionale (PNH) si POIMVE/MA) de diferite concentratii folosite
ca matrici pentru eliberarea metoclopramidei.

o3 Studiul comportarii unor amestecuri fizice pe baza de Poloxamer si carboximetil
pululan (CMP) de diferite concentratii si cu anumite grade de substitutie.

o3 Sinteza unui copolimer grefat sensibil la pH si temperatura printr-o reactie de cuplare
dintre gruparile aminice ale poloxamerului monofunctionalizat si gruparile
carboxilice prezente pe lanturile de pululan utilizat ca sistem pentru eliberarea
controlatd de amoxacilind si ca potentiald matrice pentru refacerea cartilajelor

articulare.
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Teza de doctorat intitulata “Materiale inteligente pe baza de polimeri sensibili la
stimuli externi cu aplicatii biomedicale” contine 250 pagini impartite in 5 capitole ce

includ 13 Tabele, 84 Figuri, 12 Scheme, 41 Ecuatii si 432 referinte bibliografice.

CONTRIBUTII PERSONALE

Capitolul 111. MICRO- SI NANO-PARTICULE SENSIBILE LA pH SI
TEMPERATURA

111.1. MICRO- SI NANO-SFERE DIN
POLI(N-IZOPROPILACRILAMIDA-CO-VINILIMIDAZOL)

Cancerul se numara printre principalele cauze de deces la nivel mondial iar pentru
tratarea acestuia cele mai folosite metode sunt chirurgia si chimioterapia, metode ce prezinta
multe efecte secundare nedorite datorate neselectivitatii. O solutie de rezolvare a acestei
probleme o constituie realizarea unor sisteme capabile sa directioneze medicamentele cétre
o regiune anatomica specifica [1]. De-a lungul ultimelor decenii au fost concepute sisteme
capabile sa transporte un medicament prin fluxul sanguin, urmand ca apoi sa fie eliberat
datorita influentei unor stimuli externi, precum pH-ul [2], temperatura [3] sau potentialul
redox [4]. Sistemele de eliberare controlatd a medicamentelor cu sensibilitate la pH sunt
frecvent aplicate n terapia cancerului datorita faptului ca pot reactiona la modificarile pH-
ului din tesuturile tumorale [5,6]. Tn general, pH-ul extracelular al tesuturilor normale se
situeaza in intervalul 7,2 — 7,5, in timp ce pH-ul specific tumorilor este usor acid, fiind in
intervalul 6,4 — 7,0 [7]. Celulele canceroase se comportd similar cu celulele normale in
procesul de internalizare a particulelor prin endocitoza. Internalizarea lor implicd trecerea de
la endozomi la lizozomi unde pH-ul scade de la 6,0 - 5,5 la 5,0 [8]. Prin urmare, sistemele
polimerice sensibile la pH se numara printre cele mai adecvate modele pentru conceperea

unor sisteme de eliberare controlata a medicamentelor.

Pentru a obtine un copolimer sensibil la temperatura si pH s-a recurs la
copolimerizarea N-izopropilacrilamidei (NIPAAm) cu vinilimidazol (V1). VI a fost ales spre
a fi copolimerizat cu NIPAAm deoarece contine grupari aminice care ionizeaza la un pH
situat la limita dintre conditiile fiziologice si cele patologice. Mai mult,
protonarea/deprotonarea VI moduleaza proprietatile termosensibile ale P(NIPAAm-co-VI)
si prin urmare, solubilitatea/insolubilitatea copolimerului. In acest scop s-au sintetizat patru
probe de copolimer prin polimerizarea radicalica in 1,4-dioxan a celor doi co-monomeri Tn

prezenta de N,N’- azobisizobutironitril (AIBN) ca initiator. Reactia de copolimerizare a avut



loc la 70 °C timp de 20 de ore in atmosfera inerta de azot (Schema 1). S-au preparat
copolimeri sensibili atat la pH, cat si temperatura prin varierea raportului molar dintre co-
monomeri NIPAAm:VI (10:0; 10: 1; 10:1,5 si 10:2) in amestecul initial de reactie. Structura
chimica a copolimerului a fost confirmata prin spectrometrie RMN-'H iar analiza spectrelor
a permis determinarea compozitiei chimice a acestuia (raportul molar dintre co-monomeri)

(Figura 1).

CH,=CH CH=CH, -—{vCHz—Cl:HL—{—TH—CHr]:
c|:=0 + [!] AIBN/dioxan C=0 N
' I
NH ( > 0 . <
! \ / 70 °C, 20 ore 'TIH \ ?
N N CH N
CH; 'CH, CH/3 \CH3
NIPAAm Vi poli(NIPAAm-co-VI)

Schema 1. Schema reactiei de obtinere a copolimerului P(NIPAAmM-co-VI).

Figura 1. Spectrele RMN-'H
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unde: X este fractia molara a NIPAAm si care s-a calculat ca valoarea integralei semnalului

protonului metinic (6) iar y este fractia molard a VI.

Copolimerul P(NIPAAmM-co-V1) a fost utilizat la obtinerea microsferelor sensibile
la pH si temperatura incarcate cu doxorubicina (DXR) (MS-DXR) printr-o abordare
complet noud a metodei de evaporare a solventului. Noutatea tehnicii consta in faptul ca faza

continua este reprezentatad de ciclohexan, iar faza dispersata de apa. Alegerea acestui sistem



binar de solventi a fost facuta din urmatoarele motive: (i) solventii nu sunt miscibili; (ii) apa
este cel mai bun solvent pentru doxorubicina (DXR); (iii) moleculele de ciclohexan care se
evapord usor din cauza volatilititii sale ridicate, antreneaza molecule de apa mai putin
volatile, reducand considerabil timpul de preparare.

Microsferele au fost preparate in solutie usor acida. Protonarea VI duce la cresterea
valorii temperaturii critice minime de insolubilizare (LCST) a solutiei de copolimer si in
consecinta, face posibila evaporarea apei la o temperaturd mai mare fara a aparea riscul de
precipitare a copolimerului termosensibil. Prin aceasta metoda s-au obtinut microsfere care
prezinta in stare uscatd o forma sferica (Figura 2A) si o suprafata rugoasa (Figura 2B). Prin
analiza imaginilor SEM si masurarea a cel putin 200 de microsfere s-a ajuns la concluzia ca
microsferele prezinta o distributie a dimensiunilor relativ largd avand diametre cuprinse intre
500 nm si 8 um. Microsferele au fost produse dintr-o solutie apoasa folosind succesiv doua
viteze de emulsionare: o viteza initiala de 12.000 rpm care are ca rezultat producerea unor
picaturi de dimensiuni nanometrice acoperite cu agentul tensioactiv, urmata de o viteza de
800 rpm care are ca rezultat coagularea acestor nanopicaturi in microsfere solide de
dimensiuni micrometrice. Rezulta astfel microsfere formate din nanosfere agregate
delimitate de surfactantul care se dezintegreazd in contact cu lichidele fiziologice.
Dezintegrarea are loc deoarece lecitina din soia este un surfactant foarte hidrofil, iar in medii
apoase are loc patrunderea apei in microsfere, provocand dezintegrarea acestora.
Nanoparticulele rezultate (NS-DXR) sunt caracterizate printr-un diametru hidrodinamic de
~250 nm (Figura 2C), un indice de polidispersitate (PDI) de 0,2 precum si de un potential
zeta de -9,57 mV.

Procentul de DXR Inglobat in microsfere este de 2,0% (g/g) iar eficienta de inglobare
de 82,0%. Valorile mari pentru eficienta de inglobare erau de asteptat deoarece polimerul nu
este solubil in ciclohexan iar difuzia medicamentului este limitata doar la interfata dintre
cele doud faze. In conditii de flux sanguin simulat (PB la pH = 7.4), valoarea LCST a
P(NIPAAmM-co-VI) este de 33,1 °C. Prin urmare, la temperatura corpului uman (36-37 °C)
care este situata deasupra LCST, copolimerul este complet insolubil, ca si nanosferele

realizate din acest copolimer, iar cantitatea de medicament eliberata este foarte mica.
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Figura 2. Microfotografii SEM ale microsferelor din P(NIPAAmM-co-V1) incarcate cu
DXR (A si B); Imagine TEM a NS-DXR (C); Profilul curbelor de eliberare a
doxorubicinei din NS-DXR in conditii fiziologice (PB) cu pH diferit (D).

Studiile de eliberare in vitro a DXR (Figura 2D) au aratat ca dupa 2 ore, presupusa
a fi perioada petrecuta de nanosferele in fluxul sanguin, doar 5,43% din DXR a fost eliberata,
reflectand foarte probabil fractia de medicament care se afla pe suprafata nanosferelor. In
PB la pH = 6,6 valoarea LCST este de 34 °C, din nou sub temperatura corpului uman, iar
profilul de eliberare a medicamentului este aproape similar cu cel la pH = 7,4. Dimpotriva,
la pH = 6,0; 5,5 si 5,0, valorile LCST sunt de 36,2; 37,7 si, respectiv, 39,7 °C, toate
temperaturile critice de insolubilizare fiind situate peste temperatura corpului uman. Asadar,
copolimerul si prin urmare, nanosferele se solubilizeaza si elibereaza medicamentul ntr-o

maniera controlata.

Teste biologice
Testele de citocompatibilitate si de internalizare celulara s-au realizat la Institutul
de Biologie si Patologie Celulard “Nicolae Simionescu” din Bucuresti in cadrul unei

colaborari bilaterale. Pentru a determina citotoxicitatea in vitro a nanosferelor din



P(NIPAAmM-co-VI) incircate cu DXR s-au folosit testele XTT si ToxiLight™ prin expunerea
celulelor HepG2 si A549 la diferite concentratii de NS, NS-DXR si DXR libera (Figura 3).
Ambele metode au aratat ca viabilitatea celulelor HepG2 si A549 nu a fost afectatd de
incubarea cu nanosfere fard medicament (NS). Acest rezultat sugereaza ca NS sunt
citocompatibile cu liniile celulare testate. In conformitate cu rezultatele testului XTT s-a
obtinut o susceptibilitate mai mare a nanosferelor incarcate cu doxorubicind, dar si a

medicamentului liber pentru linia celulard HepG2, in comparatie cu celulele A549.

150 Celule HepG2 150 Celule A549

2
=)

Figura 3. Viabilitatea
celulelor HepG2 (A,C) si
A549 (B,D) dupa
é, bf:,gs@w LRALR, SELER0 expunerea la nanosferele

Viabilitate celulara (%)

Viabilitate celulara (%)
-]

e{ﬁo‘;‘:{ﬁ“\"*‘ J{ M & F e g“‘c;{; & d‘@-

MEBXR EXN NBIIXR BB simple (NS), Incarcate cu
ICao (pgimL) 068 058 Gy (pgmL) 17 20 DXR (NS-DXR) si DXR
+8D (ug/mL) 1007 £0.07 + 8D (ug/mL) 08 104 >
c ) liberd determinata prin

testele XTT (A,B) si
ToxiLight™ (C,D).

Eliberare AK
Eliberare AK

o o AL
ERIIIIIPITIIVPIIII AR, égg&w Py
T Rs " NSDXR _ _ DXR NS NS-DXR Dxr

Imaginile inregistrate utilizand microscopia de fluorescenta au aratat ca atat NS-
DXR, cat si DXR libera au fost internalizate de catre celule prin endocitoza intr-o maniera
dependenta de doza si timp. DXR a fost detectata in principal in nucleele celulelor,
rezultatele fiind Tn concordanta cu studiile anterioare care cuprind alte sisteme de eliberare
a DXR.

Ca un pas preliminar al investigarii preclinice ulterioare a potentialului terapeutic al
nanosferelor incarcate cu doxorubicind dupa administrarea intravenoasa, s-a evaluat
comportamentul hemolitic al nanosferelor simple (NS), a celor incarcate cu doxorubicina
(NS-DXR) si a medicamentului liber (DXR). Prin urmare, s-a evaluat efectul diferitelor
formuldri asupra integritdtii membranei eritrocitelor prin cuantificarea hemoglobinei
eliberate din eritrocite, izolate de la soarecii din linia C57BL6, dupa incubarea cu NS, NS-
DXR si DXR libera. Rezultatele au aratat ca procentul de hemolizd nu a depasit 3,5%,
subliniind faptul ca eritrocitele nu au fost afectate de incubatia cu NS, NS-DXR si DXR. Un
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prag de 5% al hemolizei produs de biomateriale este considerat acceptabil conform
Organizatiei Internationale pentru Standardizare (ISO) 10993 4:2017.

Localizarea NS-DXR si a DXR libere in diferite organe dupa injectarea retro-orbitala
la soarecii din linia C57BL6 a fost investigatd prin imagistica optica cu fluorescenta pe baza

proprietatilor fluorescente ale doxorubicinei (Figura 4).

Epi-fluorescence e

Figura 4. (A) Localizarea
NS-DXR si DXR libera in
organele recoltate de la
soarecii din linia C57BL/6.
(B) Cuantificarea eficientei
radiante totale Tn organe.
(C) Analiza de separare
spectrald. (D) Cuantificarea
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Datele de emisie de fluorescenta arata ca la 1 ora dupa administrare, DXR libera cat
si nanoparticulele incarcate cu medicament se acumuleaza la nivelul ficatului si rinichilor.
De asemenea, administrarea de NS-DXR si DXR libera nu a determinat agregarea
eritrocitelor, aspectul acestora fiind asemanator cu cel al probei de control (administrarea de
PB) (Figura 4). Prin urmare, in conditii simulate ale fluxului sanguin, microsferele
sintetizate (Figura 5A) se dezintegreaza in nanoparticule stabile monodisperse (Figura 5B).
Dupa interactiunea cu o celula tumorald, nanoparticulele sunt captate prin diferite tipuri de
endocitoza (Figura 5C), urmand ca apoi sa se realizeze internalizarea acestora prin trecerea
de la endozomii timpurii la lizozomi, unde nanoparticulele se auto-dezintegreaza la pH acid

si elibereaza doxorubicina incarcata.
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I11.2. MICROSFERE DIN
POLI(N-IZOPROPILACRILAMIDA-co-4-VINIL PIRIDINA)

O particularitate specifica formatiunilor neoplazice o constituie pH-ul relativ scazut
si temperatura crescuta comparativ cu valorile fiziologice. Poli(4-vinil piridina) (P(4-VP))
este un polimer sensibil la pH ce prezinta un pKa = 5,46 [9], valoare ce este adesea intalnita
in micromediul tumoral. In ceea ce priveste temperatura, aceasta poate avea valori cuprinse
intre 37,5 - 40,5 °C [10]. Asadar, un copolimer sensibil la pH si temperatura P(NIPAAmM-
€0-4-VP) reprezinta candidatul ideal pentru realizarea unor dispozitive farmaceutice care sa

exploateze aceste mici variatii ale parametrilor fiziologici in terapia cancerului [11].

Copolimerizarea NIPAAmM cu monomerul hidrofil 4-VP a fost realizata printr-0
reactie de polimerizare radicalica in solutie apoasd folosind ca initiator un sistem redox
format din KPS si TEMED. Reactia de polimerizare a avut loc in mediu inert de azot, la 20
°C timp de 24 ore iar pentru solubilizarea 4-VP a fost necesara acidiferea mediului de reactie
cu HCI 1IN [12]. S-au sintetizat 3 probe de copolimer prin varierea raportului molar dintre
cei doi co-monomeri in amestecul initial de reactie in domeniul 10:1 + 10:2 (Tabelul 1).
Proba VP2 cu un continut de 13,70% 4-VP a fost aleasa pentru experimentele ulterioare
deoarece prezintda LCST la 22,1 °C in conditii fiziologice simulate (PB la pH = 7,4) ceea ce
inseamni ci la temperatura de 36 °C, acest copolimer este complet insolubil. In solutie PB
cu pH = 5,0, VP2 are un LCST de 36,8 °C, ceea ce indica faptul ca devine solubil la

temperatura corpului uman.
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Tabelul 1. Influenta raportului molar dintre co-monomeri in amestecul initial si in copolimerul
obtinut asupra LCST (concentratia solutiei de copolimer a fost de 1%, g/v).

Compozitia co-monomerilor LCST ("C)
Cod in amestecul initial in copolimer
proba 10-* M (% raport molar) (% raport molar) H;0 pH=74 pH=6,0 pH=55 pH=5,0
NIPPAm 4-VP NIPAAmM 4-VP
10 0
VP, 100 0 326402 288+£03 302+£02 292+0.2 312+03
(100) (0)
10 1
vp,? 90,69 931 30,103 268+£02 279+03 28603 338+0.1
(90.9) (CAY]
8630 1370  27.8+03 22,103 23,5£04 27.7+0.
(86,96) (13,04)
10 2
VP;© 83,0 17,0 23,1+02 124+05 21,1 +£03 242+04 373+04
(83,33) (16,67)

Mn = 10460 g/mol, Mw = 17600 g/mol, IP = 1,68; *Mn = 9047 g/mol, Mw = 14.480 g/mol, IP = 1,60; “Mn = 12.670 g/mol, Mw = 18.240 g/mol, IP = 1 44 (determinate prin GPC).

Microsferele de P(NIPAAmM-co-4-VP) continand dexametazona (DEX) (MS-DEX)
au fost sintetizate prin metoda evaporarii solventului (metanol/ciclohexan) (Figura 6)
deoarece polimerul si medicamentul sunt solubile in metanol (faza dispersa), iar metanolul
nu este miscibil cu ciclohexanul (faza continud). Prin aceasta metoda, evaporarea progresiva
a metanolului din solutia de polimer dispersata sub forma de picaturi lichide a permis
formarea de particule solide mici pe baza de poli(NIPAAmM-co-4-VP) incarcate cu

medicament.

MS-DEX

Figura 6. Reprezentare
schematica pentru modul de
obtinere a microsferelor MS-
DEX.

= o [ i |
. e

ol
(faza dispersati) (faza continua)

Analiza imaginilor SEM a evidentiat forma perfect rotundd a microsferelor in stare uscata,
omogeneitatea dimensionala (Figura 7A) si suprafata neteda a acestora (Figura 7B).
Microsferele de poli(NIPAAmM-co-4VP) cu DEX au prezentat o distributie dimensionala
relativ ingustd, cu un diametru cuprins intre 0,5 si 20 um. Totusi, majoritatea microsferelor

au avut dimensiuni Intre 4 si 10 pm.
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Figura 7. Microfotografii
SEM ale microsferelor de
P(NIPAAmM-co-4-VP)
incarcate cu DEX: vedere
generala (A) si detalii de
suprafata (B).

Dexametazona a fost inglobata in microsferele pe baza de P(NIPAAm-co-4-VP) in
timpul sintezei particulelor, deoarece atat polimerul cit si medicamentul sunt solubile in
metanol. Mai mult, metanolul este un solvent volatil si este unul dintre putinii solventi
organici nemiscibili cu ciclohexanul. Procentul de medicament inglobat Tn microsfere a fost
8,89% (g/g) iar eficienta de inglobare de 97,8%. Rezultatele erau previzibile Intrucat
polimerul si medicamentul nu sunt solubile in ciclohexan si prin urmare acestea trebuie
regasite in microparticulele uscate dupa evaporarea solventului.

Cu scopul de a obtine informatii privind gradul de dispersare a DEX in matricea
polimerica a microsferelor, precum si despre interactiunea dintre medicament si polimer, S-
au realizat analize de calorimetrie diferentiala de baleiaj (DSC) atat pentru microsferele cu
DEX, cat si pentru DEX si respectiv, microsferele fara DEX (Figura 8). Termograma
dexametazonei (Figura 8(a)) afiseaza un peak n jurul valorii de 270 °C care corespunde
punctului de topire al medicamentului. In absenta medicamentului, microsferele nu prezinti
nici un peak in regiunea punctului de topire al DEX (Figura 8(b)) iar polimerul are o
temperaturd de tranzitie sticloasd (Tg) de 128 °C. Pentru microsferele Incarcate cu
medicament, termograma este aproape similara cu cea obtinuta in absenta DEX, dar valoarea
Tg este putin mai mare (136 °C) (Figura 8(c)). Lipsa punctului de topire al dexametazonei
la 270 °C evidentiaza dispersarea moleculara a medicamentului in reteaua polimerica [13].
Cresterea Tg sugereaza ca legaturile de hidrogen dintre medicament si polimer sunt mai
puternice decét cele dintre polimer-polimer si mai mult decat atat, DEX actioneaza ca un

agent de reticulare slab.
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Studiile de eliberare a DEX au fost efectuate in conditii fiziologice simulate (PB la
pH = 7,4) deoarece microsferele cu sensibilitate la pH si temperaturd circuld pentru o
anumitd perioada de timp 1n fluxul sanguin. De asemenea, cineticile de eliberare au fost
determinate la pH scazut, simuland conditiile endozomale (pH = 6,0 — 5,5) si lizozomale (pH
= 5,0), dupa internalizarea particulelor (Figura 9). La pH = 7,4, valoarea LCST a
copolimerului P(NIPAAmM-co-4VP) este de 22,1 °C. Prin urmare, la temperatura corpului
uman (36 °C) situata peste LCST, copolimerul este insolubil iar viteza de eliberare a
medicamentului este foarte scazutd. Dupa 2 ore, presupus a fi intervalul petrecut de
microsfere in fluxul sanguin, doar 7% (g/g) din DEX a fost eliberata datoritd probabil,
dizolvarii fractiei de medicament de pe suprafata microsferelor. Dimpotriva, la pH = 5,0,
valoarea LCST este de 36,8 °C. In aceste conditii, microsferele sufera un proces de
solubilizare si elibereaza medicamentul. Dupa 2 ore, in pH = 5,0, s-a eliberat 52% (g/g) din
medicamentul incarcat dupa care are loc o eliberare treptata iar dupa 24 de ore a fost eliberata

aproape intreaga cantitate a principiului activ.
120

[y

[=]

o
1

Figura 9. Profilurile curbelor de
eliberare a dexametazonei din
microsferele de
P(NIPAAM-co-4VP) in conditii
fiziologice normale (PB) lapH = 7,4

Dexametazona eliberata (%)
[=2]
o

(cercuri) si In conditii slab acide la pH = 407
6,0 (patrate), 5,5 (triunghiuri) si 5,0 2048
(romburi). ‘ ®
0 T T T T T 1
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Timp (ore)
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Capitolul V. HIDROGELURI DUBLU RETICULATE
CU SENSIBILITATE LA TEMPERATURA SI pH

Hidrogelurile pe baza de polimeri inteligenti prezinta sensibilitate la mici modificari
ale mediului extern prin modificari de forma sau volum. Aceasta clasa de materiale este
folosita frecvent ca suport pentru eliberarea medicamentelor deoarece prezinta
biocompatibilitate ridicatd [14], control spatio-temporal al eliberarii medicamentului,
protejeazd compusul bioactiv de conditiile vitrege din organism, etc. [15]. Matricea
polimerica a hidrogelurilor sensibile la stimuli utilizate ca sisteme de transport de
medicamente poate proteja principiile active impotriva degradarii hidrolitice sau enzimatice
din fluidele fiziologice cum ar fi degradarea in pH-ul scazut din stomac [16]. Alegerea
reticulantului sau reticulantilor potriviti ca si ajustarea gradului lor de reticulare este una din
caile care poate conduce la o imbunatatire a proprietatilor mecanice ale hidrogelurilor [17]

si la 0 mai buna optimizare a incarcarii, protejarii si eliberarii medicamentului [16,17].

In scopul utilizarii copolimerilor pe bazi de NIPAAm in domeniul biomedical se
recurge la copolimerizarea NIPAAm cu monomeri hidrofili care permit ajustarea tranzitiei
de faza 1n jurul temperaturii fiziologice. Drept urmare, a fost sintetizat si caracterizat
copolimerul termosensibil pe baza de NIPAAm si HEAAm, folosind diferite rapoarte molare
dintre co-monomeri in amestecul de reactie initial. Reactia de copolimerizare radicalica a
celor doi co-monomeri a decurs 1n apa la temperatura camerei folosind ca initiator perechea

redox formata din KPS si TEMED (Schema 2).

HZCZ([)H Hzc:<|:|-| —(—CHz—CI:Ht[CH,_—?H-];
Chlm © + ?_0 KPS ([:_0 ?_0 Schema 2. Schema
J TH TEMED IT'H NH reactiei de obtinere a
/c"\' CH, /Cli CH, copolimerului
CH; CH;3 ('[.:H CH; CHj3 (‘.':H P(NIPAAM-co-
[ [ HEAAM).
OH OH
NIPAAmM HEAAm P(NIPAAm-co-HEAAm)

Pentru a stabili care este compozitia chimica la care copolimerul prezinta o temperatura
criticd minima de insolubilizare (LCST) apropiata de cea corpului uman, s-au realizat in
prealabil o serie de sinteze de copolimer P(NIPAAmM-co-HEAAM) in care s-a variat raportul
molar dintre cei 2 co-monomeri (1:1, 2:1 si 5:1) in amestecul de reactie initial (Tabelul 2).
Copolimerul Hs cu un continut de NIPAAm de 82% (mol) si de HEAAm de 18% (mol) are

un LCST de 38,3 °C, valoare situata in apropierea temperaturii corpului uman.
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Codul Compozitia co-monomerilor in LCST (°C) Randament

Tabelul 2. Compozitia co- probei  Amestecul de reactie Copolimer in PB, (%)
monomerilor in amestec si in % 10°M (% molar) (% molar) pH=7,4
COPOHmer; valoarea LCST in NIPAAm HEAAmMm NIPAAm HEAAm

functie de raportul molar al H, 1 I 50,77 49,23 71,1 87.4

co-monomerilor (50) (50)
(concentratia solutiei de H, 2 1 65,79 34,21 49,1 89,3
copolimer a fost de 1%, g/v). (66,66)  (33.33)

CHD 5 | 81,97 18,03 92,8

(83,33) (16,67)

Hidrogelurile conventionale (PNH) sensibile la temperatura au fost preparate prin
polimerizarea radicalicd a monomerilor NIPAAm si HEAAm in apa, folosind un raport
molar Tintre co-monomeri de 5:1 si in prezenta unui agent de reticulare, N,N-

metilenbisacrilamida (BisAAm) (Schema 3).

Hidrogelurile dublu reticulate (DC) au fost obtinute din cele conventionale prin
imersarea acestora intr-o solutie de poli(metil vinil eter-co-acid maleic) P(MVE/MA) de
diferite concentratii (2 si 5%, g/v) (Tabelul 3), apoi hidrogelurile umflate au fost inghetate
rapid cu azot lichid si liofilizate timp de 2 zile. Probele semi-interpenetrate rezultate au fost
obtinute sub forma cilindricd si sunt formate dintr-o primd retea reticulatd pe bazd de
P(NIPAAmM-co-HEAAm) si o a doua retea ne-reticulata realizata din POMVE/MA) (Schema
3). Pentru a reticula cele doua retele polimerice, probele au fost introduse intr-o etuva cu vid
la 80 °C timp de 24 de ore. La aceasta temperaturd au avut loc, datoritd unor reactii de
condensare, atat esterificarea dintre gruparile hidroxil ale PNH-urilor si gruparile carboxilice
ale P(MVE/MA), cét si anhidrizarea gruparilor carboxilice ale P(MVE/MA).

Cod probi Hidrogelurile P(MVE/MA) (%,g) in
conventionale folosite = amestecul hidrogelul

la obtinerea DC initial final Tabelul 3. Compozitiile
DC,,-P2 PNH, , 37,5 25,88 chimice ale amestecurilor
DC,,-P5 PNH,, 50 44,57 initiale si ale hidrogelurilor
DC, P2 PNH, ¢ 37,5 25,55 dublu reticulate.
DC,-P5 PNH, ¢ 50 40,67
DC,-P2 PNH, ¢ 37,5 22,90
DC,s-P5 PNH, ¢ 50 34,58

Adédugarea de P(MVE/MA) in hidrogelurile conventionale a schimbat in mod
semnificativ aspectul porilor (Figura 10). Deoarece hidrogelurile DC sunt obtinute dupa
formarea PNH-urilor, este de asteptat ca dimensiunea porilor sa ramana aceeasi, insa acestia

sunt umpluti diferit, in functie de concentratia de P(MVE/MA) folosita.
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Mai mult, s-a observat o intrepatrundere destul de omogena a PIMVE/MA) in retelele

hidrogelurilor conventionale ca rezultat atat al unei bune difuzii a POMVE/MA) in PNH cét

si a unor interactiuni intermoleculare de tipul legaturilor de hidrogen dintre PIMVE/MA) si

PNH cu efect de stabilizare a retelei de hidrogel.

Figura 10. Fotografii SEM ale
hidrogelurilor conventionale (PNH) si
dublu reticulate (DC-P). Scala
corespunde la 200 pm.

Hidrogelurile dublu reticulate
(DCo.6-P2 si DCo.6-P5) obtinute din
cele conventionale PNH reticulate cu
0.6% BisAAmM (PNHo.s) au fost alese
pentru studiile ulterioare deoarece
contin aproximativ aceeasi cantitate
de P(MVE/MA) reticulatd ca si

PNHo4 dar mai mare decat PNHos
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Prezenta P(MVE/MA) in hidrogelurile dublu reticulate modifica semnificativ
valoarea tranzitiei de faza (VPTT) si influenteaza gradele de umflare si forma curbelor de
umflare. In prezenta medicamentului (Metoclopramida, MET) care interactioneaza
electrostatic cu noile grupari carboxilice introduse 1n reteaua hidrogelurilor dublu reticulate,
se observa o scadere a valorii VPTT in PB la o valoare apropiata de temperatura fiziologica
(Figura 11) si o alurd mai abrupta a curbelor de umflare. Aceasta comportare se datoreaza
caracterului hidrofob imprimat hidrogelurilor de interactiunea -electrostatica a
medicamentului (hidrofob) cu grupele carboxil ale acidului maleic din P(MVE/MA). Tn
mediul acid, grupele carboxil sunt Tn stare protonata si hidrogelul este practic colapsat. Ca
urmare, influenta MET este aproape neglijabild indiferent de concentratia folosita (1 sau 5
mg/ml) si valorile VPTT ale hidrogelurilor dublu reticulate scad la valori comparative cu

cele ale PNH-urilor.
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Grad de umflare (g/g)
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Pentru determinarea rezistentei mecanice a hidrogelurilor DC la compresie, acestea
au fost umflate la echilibru in solutii tampon cu pH = 7,4 si pH = 1,2, simuland conditiile
fiziologice. Valorile modulului elastic cresc de la 2,78 kPa pentru proba de hidrogel
conventional (PNHoe) la 6,54 kPa pentru proba de hidrogel dublu reticulat (DCo6-P5)
(Figura 12). Valorile modulului elastic al hidrogelurilor DC sunt inca scazute spre deosebire
de alte hidrogeluri dublu reticulate, acestea fiind foarte elastice. Totusi, cea mai mare valoare

a rezistentei la deformare a fost observata pentru proba DCos-P5 cu 21,32 kPa in ABS, ceea
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ce este semnificativ mai mare in comparatie cu PNHog, ce prezintd o valoare de 4,5 kPa in
acelasi mediu. Aceste caracteristici recomanda aceste hidrogeluri ca matrici pentru ingineria
tisulara sau alte aplicatii biomedicale unde suporturile folosite trebuie sa fie moi si flexibile,

dar si suficient de rezistente la actiunea unor forte din exterior.
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Figura 12. Curbele efort - deformare specifice hidrogelurilor conventionale si hidrogelurilor dublu
reticulate in conditii fiziologice simulate: PB cu pH=7,4 (A) si ABS cu pH=1,2 (B).

Cinetica de eliberare a metoclopramidei din hidrogeluri a fost studiata in solutie
tampon la pH = 7,4 si pH = 1,2, la 37 °C (Figura 13). in PB, MET este eliberati mai repede
din hidrogelul DC decat din PNH datorita gradului mai mare de umflare (ionizarea gruparilor
carboxilice) (Figura 13A). Tn schimb, la pH = 1,2 hidrogelurile DC sunt complet protonate,
reteaua polimerica este in stare colapsata si, prin urmare, viteza de eliberare este mai mica
(Figura 13B). Trebuie subliniat faptul ca medicamentul este mai solubil in pH = 1,2 (forma
clorhidrat) decat in pH=7,4 si, drept urmare, contributia matricei polimerice la intarzierea

eliberarii medicamentului in lichidele gastrice este semnificativa.
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Figura 13. Cinetica de eliberare a metoclopramidei din hidrogelurile DCq in solutii tampon cu pH
=74 (A)sipH=1,.2 (B).
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Capitolul V. SISTEME POLIMERICE
CU PROPRIETATI DE GELIFIERE “IN SITU”

Termogelurile sunt materiale ce se afld in stare lichida la temperatura camerei dar
gelifiaza in apropierea temperaturii fiziologice (36 °C) [18]. Datorita acestei proprietati,
termogelurile pot fi utilizate ca matrici injectabile pentru transportul si eliberarea unor
medicamente [19,20] dar si in aplicatiile ingineriei tisulare datoritd similaritatii cu matricea
extracelulara (ECM). O prima variantd pentru obtinerea sistemelor polimerice care gelifiaza
»in situ” o reprezinta folosirea amestecurilor fizice. Aceste sisteme pot fi obtinute din
Poloxamer 407 si pululan, aceste componente fiind deja studiate si evaluate ca posibile
dispozitive farmaceutice pentru uz intradermal [21] sau dermal [22]. O alta varianta consta
in grefarea polimerilor sintetici pe polizaharidele naturale, deoarece copolimerii rezultati
cumuleaza avantajele celor doua tipuri de polimeri, in special biocompatibilitatea necesara
pentru aplicatiile care necesitd interactiunea cu tesuturile biologice [23]. Comparativ cu
amestecurile fizice, copolimerii grefati pe baza Poloxamer 407 pot forma geluri reversibile

cu elasticitate ridicatd in medii apoase la concentratii mici de copolimer.

V.2. TERMOGELURI PE BAZA DE AMESTECURI FIZICE DINTRE
POLOXAMER SI CARBOXIMETIL PULULAN

in capitolul actual este prezentat studiul sistemelor polimerice pe bazi de amestec
fizic dintre Poloxamer 407 (PIx) de concentratie 17% (g/v) si carboximetil pululan (CMP)
cu trei grade de substitutie diferite (CMPo.42, CMPogs si CMP146) ca potentiale matrici
injectabile pentru aplicatii farmaceutice sau pentru ingineria tisulara [22].

o o Structura chimica a celor doi polimeri care au
HO
100 GHy 85 100

stat la baza sintezei termogelului este prezentata
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Figura 14. Structura chimica a Poloxamerului 407
R'= H or -CH,COONa (PIx) si a carboximetil pululanului (CMP).
Carboximetil pululan (CMP)

Amestecurile fizice au fost obtinute prin adaugarea CMP 1in solutia stoc de Plx (17,
g/g) (PIx17) sub agitare usoard, alternativ la 4 °C si temperatura camerei (~ 23 °C). S-au
preparat solutii apoase de amestec P1x17/CMPx in care CMP a avut trei grade de substitutie

diferite (x = 0.42; 0,95 si 1,6) iar concentratia CMP in amestec s-a variat de la 0 la 4% (g/v).
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solutie apoasa prin vascozimetrie. Toate studiile de miscibilitate a PIx cu CMP s-au realizat
in solutii apoase la 37 °C tinand cont de faptul ca scopul studiului este de a obtine un sistem
care sa gelifieze in jurul temperaturii corpului uman. Amestecurile fizice PIX/CMP au
prezentat un comportament specific polielectrolitilor. Valorile parametrilor £ (abaterea de la
valorile experimentale ideale ale vascozitatii intrinseci [#]) si B (interactiunea vascometrica
dintre segmentele polimerului) au evidentiat ca interactiunea dintre lanturile Plx si CMP
determind cresterea volumului hidrodinamic al unimerilor spiralati izolati sau existenta
unimerilor micsti de CMP si Plx cu dimensiuni crescute. Aceastd abatere este mai pronuntat
pentru CMPo 42 in prezenta unor fractii mari de PIX. In schimb, pentru fractii mari de CMPyg,
abaterile de la volumul hidrodinamic ideal sunt foarte mici si au loc unele interactiuni intre
cei doi polimeri.

Capacitatea de gelifiere a solutiei de PIx 17% in prezenta CMPo.gs5 si CMP16 a fost
investigata prin doua metode diferite. Intr-o prima etapa, temperatura de tranzitie sol-gel a
fost determinata prin metoda inversarii tubului [24]. Pentru determinarea Tsol-gel, solutia de
amestec PIx17/CMPxy este incalzita cu 0,2 °C/ min de la 20 1a 40 °C si cu echilibrare la fiecare
temperatura timp de 5 minute. Temperatura de gelifiere s-a considerat ca fiind momentul
cand solutia a devenit un gel si nu curge timp de 30 secunde dupd inversarea recipientului

(Figura 15).

Figura 15. (a) Imagini ale solutilor concentrate de poloxamer (17%) in amestec cu CMPo 42,
CMPo g5 si CMP1 6 (de la stinga la dreapta) la temperatura camerei. (b) llustrare a gelifierii
amestecului fizic PIx17 cu 1% (g/g) CMPqgs prin metoda de inversare a tubului.

S-a observat o crestere a temperaturii de gelifiere cu un maxim determinat la 29,5 °C in
prezenta concentratiilor scazute de polielectrolit (sub 0,5%) (Figura 16). Dupa cum era de
asteptat, cresterea in continuare a concentratiei de CMP are ca efect reducerea temperaturii
de gelifiere [25]. Mai mult, la 5% CMP in amestecul PIx/CMP s-a format un gel foarte moale
care prezintd proprietati de curgere iar temperatura de gelifiere nu a putut fi masurata prin

metoda inversarii tubului. Acest comportament ar putea fi explicat prin vascozitatea modesta
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comparatie cu alte polizaharide.
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Adaugarea CMP in concentratii mici (sub 0,5%) are ca efect scdderea duritatii

gelurilor din PIx17/CMPy (Figura 17).
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Gelurile obtinute din Plx17% cu CMPogs si CMP1s se comportd similar datorita
densitdtilor de sarcind relativ ridicate ale celor doi derivati de pululan si, probabil,
configuratiei similare in solutie. Ca urmare, comportarea la gelifiere prin teste reologice s-a
studiat doar pentru gelurile de PIx17/CMPo.gs.

Figura 18 prezinta variatia parametrilor reologici (G’, G” si tan 3) cu cresterea
temperaturii si determinarea temperaturii de tranzitie sol-gel. Starea initiala de solutie a
amestecurilor este evidentiatd de valorile mici ale modulelor vascoelastice G’ < G" si tan &
> 1. Sub temperatura To care marcheaza debutul gelifierii, unimerii si micelele de Plx
coexistd In solutie cu lanturile de CMP, iar cresterea temperaturii are o influentd mica asupra
parametrilor reologici. Peste To, cand temperatura creste cu mai putin de 10 °C, modulele
vascoelastice cresc brusc, cresterea G’ fiind mai rapida comparativ cu G”. Acest lucru se

datoreaza modificarilor structurale induse de temperatura, de la micele la polimicele si la
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structura de retea. In punctul de tranzitie de la solutie la starea de gel, notat Tsoi-gel (Care este
aproape de To), G' = G” si tand = 1. Deasupra acestei temperaturi, G' > G” si in jurul
temperaturii Tgel, reteaua este formata si se atinge echilibrul. Probele se comporta diferit
atunci cand concentratia de CMPg s in solutia de PIx 17% creste (Figura 18(b)). Tn acest
caz, valorile temperaturilor To si Tsol-gel s¢ deplaseaza spre valori mai mici. Adaugarea unei
cantitati mici de CMP duce la scaderea temperaturilor de tranzitie si perturba cinetica de

gelifiere si structura retelei de Plx.

( ) 1000
100
T
o — PL17
gel state 1 = PL17/CMPy¢5-0.4
— PL17/CMPg g5-1
0.1 — PL17/CMPy 45-3
- L L 0‘01
10 20 30 4 10 20 0 40
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 18. (a) Diagramele tranzitiilor sol-gel pentru proba PIx17/CMPy¢s-0.4 rezultate din
dependenta parametrilor vascoelastici de temperatura; (b) variatia modulului de pierdere in timpul
gelifierii induse de temperatura pentru probele PIx17/CMPg g5 (viteza de incélzire de 0,5 °C/min,
o = 1rad/s, y = 1%).

Datele experimentale arata ca odata cu cresterea concentratiei de CMP, Tsol-gel SCade,
dar Tgel (care este in buna concordanta cu Tge masurata prin metoda inversarii tubului)
prezintd un comportament deosebit: mai intai creste (proba Plx17/CMPo.95-0.4) si apoi scade.

Adaugarea de CMP are doua efecte diferite asupra gelifierii amestecurilor fizice: (i)
creste concentratia de Plx in domeniile fara polielectrolit (Tsol-get SCad odata cu cresterea
concentratiei de CMP), (i1) perturba agregarea micelelor de Plx si formarea gelului (de aceea
parametrii reologici specifici gelurilor formate din Plx si CMP sunt mai mici comparativ cu
parametrii gelurilor obtinute doar din Plx).

La concentratii scazute, polielectrolitul are o conformatie extinsa a lanturilor si
imparte reteaua de Plx in multe domenii, scazand astfel rezistenta gelului (Figura 19(b)).
Odata cu cresterea concentratiei de CMP, conformatia polizaharidei devine mai Incolacita si
forteaza aglomerarea micelelor de Plx in macrodomenii. Astfel, interactiunile dintre micele
sunt mult mai puternice, iar rezistenta retelei de Plx creste atunci cand 1n sistem este adaugat

CMP de pana la 1%. Pe masura ce concentratia CMP addugat in amestec depaseste 1%,
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flexibilitatea gelului creste datoritd izoldrii progresive a micelelor de PIx iar parametrii

reologici scad.
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Cresterea concentratiei de CMP

Figura 19. Reprezentarea
schematica a influentei
concentratiei CMP asupra
comportamentului de
gelifiere pentru sistemele:
PIx17 (a), PIx17/CMPg.g5-

0.4 (b), PL17/CMPos-1 (C)

si PL17/CMPyg5-3 (d).

V.3. TERMOGELURI PE BAZA DE COPOLIMER
POLOXAMER-g-CARBOXIMETIL PULULAN

Copolimerul grefat poloxamer-g-carboximetil pululan (PIx-g-CMP) a fost preparat

printr-o reactie de cuplare dintre gruparile aminice ale unui derivat monoaminat al

Poloxamerului 407 si gruparile carboxilice prezente pe lanturile de carboximetil pululan

(Schema 4). Mai intéi, s-au sintetizat cei doi derivati, carboximetil pululanul (CMP) si

Poloxamerul monoaminat (MAPIX), folosind metode descrise in literatura.
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Schema 4. Etapele de
sinteza a
copolimerului grefat
PIx-g-CMP.

Temperatura la care polimerul sufera o tranzitie sol-gel a fost determinata mai Inti

prin metoda inversiei tubului si experimentele s-au efectuat atat pentru solutii in PB de

poloxamer, cat si de copolimer grefat (Figura 20). Temperatura de gelifiere scade odata cu
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cresterea concentratiei de copolimer: de la 33 °C la o concentratie de 11% (g/v) 1a 20 °C la
o concentratie de 18% (g/v). In plus, tranzitia sol-gel a copolimerului grefat are loc pana la
o concentratie de 11% (g/v), in timp ce gelifierea poloxamerului nu are loc la concentratii
mai mici. Aceste observatii certifica faptul ca Plx-g-CMP formeazad puncte de reticulare
suplimentare (adica, legaturi de hidrogen). Mai mult, in conditii fiziologice simulate la pH
= 7,4, lanturile polimerice se afld Intr-o stare extinsa, iar mediul in care se afla segmentele
de poli(oxid de proprilend) (PPO) devine mai polar, fortand segmentele de PPO sa formeze

agregate la temperaturi mai scazute.
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Figura 20. Influenta concentratiei copolimerului asupra temperaturii de gelifiere a Plx (¢) si Plx-g-
CMP (). Masuratorile s-au efectuat in tampon fosfat 0,05 M cu pH = 7,4 (a). Reprezentarea
schematica a tranzitiei sol-gel a solutiei P1x-g-CMP (b).

Studiile reologice au pus 1n evidenta ca, in functie de temperatura la care solutia de
copolimer a fost mentinutd inaintea testului, procesul de gelifiere a probei de copolimer de
concentratie 13% a inceput fie dupd 990s, fie dupa 280, cand se observa o crestere rapida a
valorilor lui G’ si G” (Figura 21). In continuare, s-a constatat ci modificarea parametrilor
vascoelastici este mult mai lentd in timp, pe masurd ce se formeazd o structurda
tridimensionald stabild (tan & < 1) si care nu este influentatd de temperatura de repaus a
probelor inaintea testelor sau de concentratia copolimerului Plx-g-CMP. Procesul de
gelifiere are loc in doua etape (de exemplu, dupa 990s si 2500s sau 280s si 2000s), probabil
datorita competitiei dintre diferitele tipuri de interactiuni (legaturi de hidrogen, interactiuni
hidrofobe) care se dezvolta in timp.

Pentru concentratii mai mari (22 si 30%, g/v), timpul de gelifiere este de ordinul
zecilor de secunde pentru probele pastrate la 4 °C, in timp ce pentru probele mentinute la 20

°C, gelifierea are loc aproape instantaneu.
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Cand proba este supusa unei deformatii oscilatorii mari (y = 100%), G’ si G” scad,
structura retelei se distruge (tan & > 1) si fluiditatea probei creste (Figura 22). Prin
schimbarea deformatiei de la o valoare mare de 100% la una micé de 1%, structura retelei
este recuperata in cateva secunde. De asemenea, se observa ca structura de repaus nu este
complet recuperata dupa primul ciclu de deformare (valoarea G’ dupa primul ciclu este de
aproximativ 65% din valoarea sa de repaus). Testul a fost repetat de cinci ori (cu mentinerea
deformatiei pentru 200s la fiecare ciclu) si s-a observat ca procesul de refacere este reversibil
pentru urmatoarele patru cicluri de deformare; proba este capabila sa-si recupereze structura
de retea 3D dupa actiunea succesiva a unor forte externe (tan o este de aproximativ 0,14 in

repaus si creste lent intre 0,2 si 0,4 dupa aplicarea a pana la cinci cicluri de deformare).
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Figura 21. Evolutia parametrilor véscoelastici in timp la 37 °C pentru copolimerul PIx-g-CMP cu
concentratia 13% (g/v) dupa 24 de ore de repaus la 4 °C (a) si 20 °C (b) (o =1 rad/s, y = 1%)
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Gelul format de copolimerul grefat PIx-g-CMP la doud concentratii si contindnd
amoxicilind (AM) a fost testat ca posibila matrice suport in aplicatiile de inginerie tisulara.

Studiile de eliberare a AM din hidrogelul obtinut prin folosirea a doua concentratii
de copolimer (13 si22%, g/v) au fost efectuate n conditii fiziologice simulate (tampon fosfat
(PB) cu pH = 7,4) (Figura 23). Rezultatele studiului evidentiaza o eliberare treptata a AM
din ambele hidrogeluri pe o perioadi de aproximativ 168 de ore. In primele 6 ore, 41% din

medicament este eliberat din hidrogelul PIx-g-CMP obtinut la o concentratie de 13% (g/v),
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care este de doud ori mai mare decat cea eliberata din hidrogelul obtinut la o concentratie de
22% (g/v). Pentru urmatoarele 48 de ore, curbele de eliberare urmeaza aproape acelasi profil,
dar diferenta este mai micd. Din acest punct si pand la sfarsitul experimentului, profilul
curbelor de eliberare urmeaza o traiectorie aproximativ paraleld, sugerand ca eliberarea
medicamentului este in principal controlatd de catre difuzia acestuia din matricea
hidrogelului. Cu toate acestea, difuzia AM din hidrogel in fluidul de eliberare ar trebui
controlatd atat prin interactiuni sterice cu reteaua polimericd, cat si prin posibilele
interactiuni electrostatice intre sarcinile opuse ale medicamentului si CMP. Atata timp cat
studiile de eliberare sunt efectuate intr-un tampon fosfat cu o anumita tarie ionica (50 mM),
interactiunile electrostatice dintre AM si grupele carboxilice ale CMP sunt Impiedicate de
prezenta ionilor concurenti. Ca rezultat, viteza de difuzie a medicamentului va fi controlatd

numai de interactiunile sterice dintre medicament si reteaua polimerica. Evident, cu cét
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CONCLUZII GENERALE

Din studiile efectuate asupra prepararii si caracterizarii microsferelor sensibile la
temperatura si pH pe bazia de P(NIPAAm-co-V1) s-au desprins urmatoarele concluzii:
3 A fost sintetizat un nou copolimer sensibil la temperatura si pH printr-o reactie de
polimerizare radicalica a co-monomerilor N-izopropilacrilamida si 1-Vinilimidazol.
3 Temperatura criticA minimd de insolubilizare (LCST) a copolimerului a fost
determinata prin spectrofotometrie UV-Vis iar valorile LCST pentru P(NIPAAmM-co-
VI) cresc odatd cu cresterea cantitatii de VI in copolimer. De asemenea, pentru cele
trei probe (V11-VI3), LCST creste odata cu scaderea pH-ului de la 7,4 1a 5,0.
3 Proba VI2a fost selectata pentru studiile ulterioare datorita faptului ca nu este solubila

la pH = 7,4 dar este solubild la pH = 5,5 si pH = 5,0 la temperatura corpului uman,
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fiind un candidat ideal pentru obtinerea sistemelor de eliberare controlatd a
medicamentelor la nivelul tumorilor.

@3 S-au obtinut microparticule incarcate cu doxorubicina (MS-DXR) din copolimerul
liniar P(NIPAAmM-co-VI) prin metoda evaporarii solventului.

3 MS-DXR au capacitatea de a se dezintegra n nanoparticule (NS-DXR) in conditii
fiziologice simulate (pH = 7,4 la 37 °C).

g Studiile in vitro si in vivo realizate pe NS-DXR arata ca aceste sisteme polimerice
sunt stabile odata ce sunt introduse in fluxul sangvin dar se solubilizeaza la pH = 6,0
- 5,0 si elibereaza medicamentul (DXR) intr-o maniera controlata in nucleii celulelor

canceroase HepG2 si A549.

Din studiile realizate pe microsferele sensibile la pH si temperatura obtinute din
copolimerul P(NIPAAmM-co-4-VP) s-au desprins urmatoarele rezultate:

3 A fost sintetizat un copolimer nou cu dubla sensibilitate, la temperatura si pH printr-
o reactie de polimerizare radicalica a co-monomerilor N-izopropilacrilamida si 4-
vinilpiridina.

@3 A fost confirmata structura chimica a copolimerului P(NIPAAm-c0-4-VP) si a fost
determinatd compozitia procentuald prin spectrometric RMN-1H.

3 Prin spectrofotometrie UV-Vis a fost determinata temperatura critica minima de
insolubilizare a copolimerului P(NIPAAmM-co-4-VP). In conditii fiziologice normale
(PB la pH =7,4), cele trei probe de copolimer (VP1- VP3) prezinta valori LCST sub
temperatura corpului uman si prin urmare sunt insolubile. Mai mult decat atat, in
solutie tampon cu pH = 7,4, valoarea LCST scade odatd cu cresterea cantitatii de 4-
VP din copolimer.

3 Proba VP2 a fost selectata pentru urmatoarele etape de studiu deoarece nu este
solubila la pH = 7,4, dar este solubila la pH = 5,0, la temperatura corpului uman,
fiind potrivitd pentru obtinerea unor sisteme de eliberare a principiilor active la
nivelul micromediului tumoral.

3 Microparticulele de P(NIPAAM-co-4-VP) incarcate cu dexametazona (MS-DEX) au
fost obtinute prin metoda evaporarii solventului.

3 Gradul de dispersare a dexametazonei in matricea polimerica a microsferelor precum
si posibilele interactiuni dintre medicament si polimer au fost evaluate prin analize

de calorimetrie diferentiala de baleiaj (DSC). Rezultatele au evidentiat o dispersare
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moleculara a medicamentului in reteaua polimerica. Mai mult decat atat, s-a remarcat
ca medicamentul prezinta si un rol de plastifiant.

3 Prin testele in vitro efectuate pe MS-DEX a fost demonstrata capacitatea acestor
matrici polimerice de a fi utilizate ca sisteme de eliberare controlatd a

medicamentelor in conditiile acide ale micromediului tumoral.

Studiile efectuate pe hidrogelurile conventionale sensibile la temperatura
obtinute din P(NIPAAmM-co-HEAAM) s-au finalizat cu urmatoarele rezultate:

3 S-a obtinut un copolimer liniar pe bazd de NIPAAm st HEAAm folosind diferite
rapoarte molare intre cei doi co-monomeri in amestecul initial de reactie.

@3 Au fost obtinute hidrogeluri conventionale (PNH) prin polimerizarea radicalica a
monomerilor NIPAAm si HEAAm in apa la un raport molar intre co-monomeri de
5:1 si in prezenta agentului de reticulare, N,N-metilenbisacrilamida (BisAAm).

o3 Rezultatele studiilor de eliberare in vitro a metoclopramidei din hidrogelurile
conventionale indica o eliberare rapida a medicamentului in solutiile tampon PB si

ABS.

Studiile realizate pe hidrogelurile dublu reticulate cu sensibile la temperatura si
pH s-au concretizat in urmatoarele rezultate:

3 Hidrogelurile dublu reticulate (DC) au fost obtinute prin imersarea hidrogelurilor
conventionale in solutii de P(metil vinil eter-alt-acid maleic) (P(MVE/MA)) de
diferite concentratii (2 si 5%, g/v). Probele semi-interpenetrate rezultate au fost
supuse unui tratament termic la 80 °C timp de 24 de ore, pentru o reticulare
suplimentard. Metoda oferd avantajul cd nu necesitd folosirea unor solventi sau a
unor reticulanti chimici toxici.

@3 In solutie PB cu pH = 7,4 s-a observat ci temperatura tranzitiei de faza volumica
(VPTT) in prezenta medicamentului a atins o valoarea apropiatd de temperatura
fiziologica iar aceastd comportare poate fi explicatd de interactiunea electrostatica a
medicamentului (hidrofob) cu grupele carboxil ale acidului maleic din P(MVE/MA).

o3 In solutie tampon cu pH = 7,4, MET este eliberati mai repede din hidrogelurile dublu
reticulate datorita gradelor mari de umflare (ionizarea gruparilor carboxilice). In
schimb, la pH = 1,2, hidrogelurile DC sunt complet protonate iar reteaua polimerica
se afla in stare colapsatd si prin urmare, viteza de eliberare a medicamentului este

mai mica.
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Din studiile privind obtinerea si caracterizarea termogelurilor pe baza de
amestecuri fizice dintre poloxamer si carboximetil pululan s-au conturat urmatoarele
concluzii:

o3 Rezultatele studiilor de miscibilitate prin vascozimetrie au aratat ca lanturile de
carboximetil pululan se afla Intr-o conformatie extinsa in prezenta Poloxamerului iar
interactiunile dintre segmentele lanturilor de CMPo.gs sau CMP16 cu Plx sunt mai
mari comparativ cu cele observate la sistemul format din CMPo.2si Plx.

3 Sistemele PIx17/CMPogs si Plx17/CMP16 sunt miscibile cu Poloxamerul la o
concentratie mare, insd amestecul format din CMPoass si Poloxamer prezinta o
separare de faza.

@8 Adaugarea de CMP are douad efecte opuse asupra gelifierii amestecurilor pe baza de
Plx: creste concentratia de Plx in domeniile fara polielectroliti, scazand Tsol-gel, dar
perturba si agregarea micelelor de Plx intr-o structurd organizata de retea, iar gelurile
se Tnmoaie.

3 Adaugarea CMP de concentratie 1% in solutia de Plx 17%, a permis obtinerea unor
termogeluri cu o temperatura de gelifiere (Tgel) la aproximativ 26 °C, acestea

prezentand o duritate moderata.

Tn urma studiilor efectuate pe termogelurile pe bazi de copolimer poloxamer-g-
carboximetil pululan s-au deprins urmatoarele concluzii:

3 Copolimerul grefat poloxamer-g-carboximetil pululan (PIx-g-CMP) a fost obtinut
printr-o reactiec de cuplare dintre gruparile aminice ale poloxamerului
monofunctionalizat si gruparile carboxilice prezente Tn structura carboximetil
pululanului.

3 A fost determinat gradul de substitutie (G.S.) a carboxilmetil pululanului prin titrare
conductometrica. S-a obtinut un G.S. de 0,87 care corespunde unui continut in grupe
carboxilice de 3,78 mmoli/g.

o3 Capacitatea de gelifiere a copolimerului PIx-g-CMP a fost investigata prin studii de
reologie. Copolimerul PIx-g-CMP poate forma un gel in conditii fiziologice simulate
(tampon fosfat la pH = 7,4 si 37 °C) iar temperatura de tranzitie sol-gel a
copolimerului este mai mica (20 °C) decat cea specifica Poloxamerului nativ (25 °C)
la aceeasi concentratie (18%, g/v). In plus, tranzitia sol-gel a copolimerului grefat are
loc pana la o concentratie de 11% (g/v) in timp ce gelifierea Poloxamerului 407 nu

are loc la concentratii mai mici de 18% (g/v).
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3 Studiile de eliberare a medicamentului model, amoxacilina, din gelurile obtinute prin
folosirea a doud concentratii de copolimer grefat (13 si 22%, g/v), efectuate in
conditii fiziologice simulate (tampon fosfat (PB) cu pH = 7.,4), au evidentiat o
eliberare controlata a medicamentului pe o perioada de aproximativ 168 de ore.

3 Pe baza proprietatilor fizico-chimice si a celor reologice se poate conchide ca Plx-g-
CMP poate fi utilizat cu succes atat ca matrice pentru eliberarea prelungitd a

amoxacilinei cat si pentru refacerea cartilajelor articulare.
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