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Introducere

Scopul tuturor sistemelor de eliberare controlata este ca medicamentul sa ajunga
intact la zona tintita, Tntr-un mediu care sa poata controla administrarea principiului activ
pe cai de declansare chimice sau fiziologice. Pentru a realiza acest scop, cercetatorii Tsi
indreapta atentia spre lumea micro si nanotehnologiei. Tn ultimul deceniu, micro gi
nanosferele, micelele polimerice, materialele de tip hidrogel, nanocapsulele s-au aratat
a avea efect in Imbunatatirea tintirii specifice a medicamentelor, scaderea toxicitatii
sistemice a acestora, Tmbunatatirea ratei tratamentului gi protectia substantelor active
impotriva degradarii biochimice.

Prezentul studiu a avut drept scop realizarea de noi biomateriale pe baza de
polimeri naturali si sintetici, care sa raspunda cerintelor eliberarii controlate de principii
biologic active. S-a propus obtinerea de sisteme micro si nanoparticulate, data fiind
posibilitatea administrarii acestora in organism pe diverse cai: orala, parenterala,
intraperitoneala, respiratorie, transdermala.

O categorie aparte de microparticule capabile de a include cantitati mari de
principii active, atat hidrofile cat si hidrofobe, o constitue lipozomii. Aplicatiile acestora
ca sisteme de eliberare controlata este insa limitata de stabilitatea lor redusa in medii
fiziologice. Originalitatea tezei consta in conferirea unei stabilitati ridicate lipozomilor
prin includerea lor Tn matrici polimere de tip hidrogel. Matricea polimera protejeaza pe
de o parte lipozomii si constitue si o bariera suplimentara pentru principiile active
incluse Tn acestea modeland astfel cinetica de eliberare.

Pentru indeplinirea acestui scop, cercetarile au fost desfagurate pe urmatoarele
directii:

= Obtinerea de noi hidrogeluri printr-o metoda originala si caracterizarea
acestora din punct de vedere al structurii, stabilitati mecanice, capacitatii de umflare n
medii apoase si capacitatii de incarcare/eliberare a principiilor active;

= Obtinerea de lipozomi si includerea acestora in matrici polimere urmarind
capacitatea sistemelor astfel formate de a elibera principiul activ inclus n lipozomi; pe
baza rezultatelor obtinute s-a propus si un mecanism de eliberare a principiului activ din
astfel de sisteme;

= Obtinerea de micro si nanoparticule polimere cu caracter de hidrogel si
caracterizarea acestora din mai multe puncte de vedere (structural, morfologic, umflare
in mediu apos, incarcare/eliberare de principii active) in perspectiva utilizarii lor ca
matrici pentru includerea de lipozomi, aspect care face subiectul unei cercetari viitoare.

Lucrarea este structurata in patru capitole, si anume:
Studiu bibliografic
Capitolul 1. Micro $ i nanopatrticule lipidice — lipozomi

Acest capitol reprezinta un studiu privind caracteristicile lipozomilor, metodele
specifice de preparare gi aplicatiile biomedicale ale acestora.

Capitolul 1l. Sisteme polimere particulate cu aplica tii Tn eliberarea
controlat a de principii active

In acest capitol sunt prezentate succint notiunile teoretice cu privire la
caracteristicile sistemelor particulate polimere, metodele de preparare, o parte din
metodele de caracterizare precum si aplicatiile biomedicale ale acestora.
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Rezultate originale

Capitolul 11l. Sisteme complexe de tipul polimer-lipozomi-principiu activ

Rezultatele originale din acest capitol contin cercetari privind posibilitatea
imobilizarii lipozomilor de tip MLV in matrici polimere pe baza de gelatina/chitosan si
chitosan/poli(alcool vinilic) dublu reticulate (covalent si ionic). A fost realizat un studiu
complex privind atat influenta parametrilor reactiei de reticulare cat si a compozitiei
MLV-urilor asupra parametrului de integritate lipozomala. Un obiectiv al acestui studiu a
fost elucidarea mecanismului de eliberare a unui principiu activ hidrofil inclus in
lipozomii imobilizati in matricile polimere.

Capitolul 1V. Sisteme particulate pe baz a de polimeri naturali gi sintetici

Acest capitol contine rezultatele originale obtinute din prepararea unor sisteme
particulate pe baza de gelatind/chitosan si chitosan/poli(alcool vinilic). Micro si
nanoparticulele au fost preparate prin dubla reticulare (ionica si covalenta) in emulsie
inversa si au fost caracterizate atat din punct de vedere structural si morfologic, céat si
din cel al interactiunii cu solutiile apoase cu pH diferit (acid si bazic) si cu solutii de
medicamente. Pentru sistemele particulate pe baza de gelatina si chitosan au fost
efectuate teste in vivo de biodistributie pentru determinarea potentialelor aplicatii
medicale.

Lucrarea se incheie cu Concluzii Generale si Referin te bibliografice .

Teza de doctorat intitulatd “Micro si nanoparticule cu poten tiale aplica tii
biomedicale” cuprinde circa 192 pagini, contine 128 figuri, 14 ecuatii sau formule
matematice, 27 tabele, 2 scheme gi 215 referinte bibliografice, majoritatea de
actualitate.

Rezultatele originale obtinute au constituit subiectul a 5 lucrari stiintifice publicate
in reviste (2 in tara si 3 in strainatate) si a 8 comunicari si postere la manifestari
nationale (2) si internationale (6).

in continuare vor fi prezentate, intr-o form&d succintd, o parte dintre acestea,
pastrandu-se numerotarea din teza a capitolelor, figurilor, tabelelor, schemelor, precum
si a bibliografiei.




Capitolul 11l. Sisteme complexe de tipul polimer-lipozomi-principiu activ

[11.1. Hidrogeluri dublu reticulate pe baz a de chitosan si gelatin a utilizate
pentru imobilizarea lipozomilor

In ultimii ani, sistemele polizaharide-proteine au prezentat un interes crescut din
punct de vedere al aplicatiilor biomedicale [112-116]. Obtinerea unor hidrogeluri pe
baza de gelatina i chitosan cu proprietati mecanice bune si cu caracteristici specifice
de umflare pentru aplicatii medicale a constituit o adevarata provocare.

In acest subcapitol va fi descrisa obtinerea si caracterizarea unor hidrogeluri
dublu reticulate pe baza de gelatina si chitosan utilizate pentru imobilizarea lipozomilor.

[11.1.1. Obtinerea gi caracterizarea hidrogelurilor dublu reticulate pe baz ade
gelatin a si chitosan

Hidrogelurile pe baza de G gi CS obtinute fara agenti de reticulare prezinta slabe
proprietati mecanice [117]. Este deja cunoscut faptul ca agenti de reticulare precum
formaldehida [118] si glutaraldehida [119] prezinta grade de toxicitate mai mari decéat
diferiti agenti de reticulare ionici precum sulfatul de sodiu, sulfatul de magneziu sau
tripolifosfatul de sodiu. Pe de alta parte, hidrogelurile reticulate covalent prezinta
proprietati mecanice superioare celor reticulate ionic, insa proprietatile de umflare i
capacitatile de Tincarcare/eliberare sunt inferioare [120]. O metoda originala de
preparare a unor hidrogeluri dublu reticulate (reticulare covalenta urmata de ionica) a
fost utilizata pentru a reduce cantitatea de agent de reticulare covalent (toxic) pastrand
insa stabilitatea mecanica a hidrogelurilor obtinute.

Hidrogeluri pe baza de G si CS dublu reticulate cu aldehida glutarica/sulfat de
sodiu si aldehida glutarica/tripolifosfat de sodiu au fost studiate din punct de vedere al
morfologiei, gradului de umflare, capacitatii de incarcare/eliberare a unor principii active
model si caracteristicilor mecanice.

[11.1.1.1. Hidrogeluri pe baz a de gelatin a si chitosan reticulate cu aldehid a
glutaric a si sulfat de sodiu

Obtinerea hidrogelurilor pe baza de G si CS prin dubla reticulare (covalenta si
ionica) are loc datorita reactiei dintre gruparile carbonil ale glutaraldehidei si gruparile
aminice libere ale celor doi polimeri, precum si a interactiunilor dintre anionii sulfat si
gruparile aminice protonate ale polimerilor solubilizati Tn acid acetic.

[11.1.1.1.2. Metoda de preparare a hidrogelurilor

Hidrogelurile pe baza de G si CS (GCS) au fost preparate printr-o reticulare
covalenta partiala cu AG urmata de o reticulare ionica cu Na,SO,, utilizand un plan
experimental centrat, rotitor, compus, de ordinul Il cu trei variabile (Tabelul 111.2). Pentru
obtinerea hidrogelurilor s-a urmarit planul experimental prezentat in Tabelul I11.3.

Tabelul 111.2. Variabilele planului experimental in termeni reali si codafi

Variabile Cod
Real Codat | -1,682 -1 0 1 1,682
Raportul dintre polimeri G/CS (g/g) X1 0,11 1,92 4,56 7,2 9

Cantitatea de agent de reticulare ionic

(1 mol Na,SO,/ 2 moli NH, libers) Xz 03 | 0361 045 | 0,539 0,6

Timpul de reticulare ionica (minute) X3 60 97 150 204 240
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S-au obtinut 20 de probe (6 dintre ele au fost preparate in conditii identice pentru
a evalua reproductibilitatea planului experimental) dupa cum urmeaza: 0,5 g polimer (in
diferite rapoarte G/CS) au fost dizolvate in 25 mL solutie acid acetic 2% (v/v).

Cantitatea specifica de AG
necesara pentru a reticula 20% dintre Tabelul 111.3. Planul eXperimental ce utilizeaza

gruparile aminice libere a fost adaugata variabilele in termeni codaff
peste solutia de polimeri, Tn picaturi, sub Codul X X X
agitare energica. Gruparile aminice libere probei ' ? °
ale gelatinei au fost calculate tinand cont GCS-1 -1 -1 -1
de compozitia aproximativa a GCS-2 1 -1 -1
aminoacizilor diamino monocarboxilici din GCS-3 1 1 -1
gelatina de tip B [124]. Cantitatea minima GCS-4 1 1 1
optima de AG pentru ca filmele sa fie GCS-5 1 1 1
stabile a fost fixata in urma unor teste GCS-6 1 1 1
preliminarii. Amestecul obtinut a fost GCS7 E) 1 1
transferat cu grija in Petri-uri cu diametrul

de 90 mm, ultrasonicat pentru a se GCS-8 1 1 1
indeparta aerul si a evita astfel formarea GCS-9 | -1,682 0 0
de goluri, si apoi introduse in etuva timp GCS-10 1,682 0 0
de 1 ora, la o temperatura de 50<C. GCS-11 0 -1,682 0
Hidrogelurile reticulate covalent au fost GCS-12 0 1,682 0
imersate n solutii apoase de Na,SO, de GCS-13 0 0 -1,682
concgntra’gii dife_rite (Tabelu! 1.3.) _ si GCS-14 0 0 1,682
mentinute ac_:o_lp intervale (_je tlm_p precise GCS-15 0 0 0
pentru definitivarea reticularii  ionice. GCS-16 0 0 0
Ulterior, probele au fost spalate succesiv GCS-17 0 0 0
cCu acetona si apa bidistilata pentru a

elimina produsii nereactionati; GCS-18 0 0 0
hidrogelurile au fost uscate partial si GCS-19 0 0 0
pastrate la o temperatura de 5C. GCS-20 0 0 0

[11.1.1.1.4. Rezultate si discu tii

Reticularea covalenta a celor doi polimeri cu AG are loc predominant la gruparile
aminice libere cu formarea de legaturi de tip imina, datorita reactivitatii crescute a
acestor grupari fata de gruparile hidroxil, reactia fiind favorizata si de mediul acid.
Reticularea ionica are loc prin intermediul ionilor sulfat din sulfatul de sodiu si a
gruparilor aminice aflate sub forma ionului amoniu [125].

Caracteristici structurale

Structura chimica a hidrogelurilor GCS obtinute a fost analizata cu ajutorul
spectroscopiei FTIR.

Chitosanul prezintd ca benzi caracteristice: 3417 cm™ specificid grupelor -OH,
1635 cm™ specifica gruparii -C=0, aceasta fiind dovada faptului ca chitosanul este un
produs partial deacetilat si 1114 cm™ band& specifica structurii polizaharidice, la 1539
cm™ este banda caracteristica grupelor -NH, libere.

Gelatina prezintd ca benzi caracteristice: 1641 cm™ specificd benzii amidice I,
1521 cm™ specificd benzii amidice Il si grupelor aminice libere.




Gruparea iminica formata in urma reticularii covalente absoarbe intr-o zona in
care mai absorb si alte grupari functionale si de aceea a fost necesara o deconvolutie
spectrala Tntre 1500-1800 cm™. Banda de absorbtie specificd pentru legdtura iminicd a
fost gasitd la 1668 cm™ [126].

Reticularea ionica a fost confirmata de prezenta peak-ului de absorbtie specific
pentru —SO42 (~ 619cm™) [127].

Caracteristici morfologice

Structura hidrogelurilor a fost pusa in evidenta cu ajutorul microscopiei
elecronice de baleiaj (Figura 111.15.).

n sectiune (Figura 111.15.A.), hidrogelurile prezintd o structura fibrilara, probabil,
datorita macromoleculelor de chitosan care sunt predominante in compozitia probei
analizate; suprafata hidrogelului (Figura 111.15.B.) prezinta o structura omogena si
poroasa, porii fiind formati de spatiile dintre fibrilele din structura hidrogelului.

Figura I.15. Micrografii electronice
pentru proba GCS-1.
A — secfiunea transversald a
hidrogelului gi
B — suprafafa hidrogelului

Gradul maxim de umflare

Variatile gradului maxim de umflare Tn solutie tampon fosfat sunt expuse in
Figura 111.16. ca reprezentarea grafica a suprafetelor de raspuns pentru a putea
determina setarile optime ale parametrilor experimentali.
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Figura 111.16. Gradul maxim de umflare la pH=7,4 pentru hidrogelurile GCS:
A — suprafafa de raspuns Qmax estimatd, Qma=f(X1, Xz) cand X3=150 si
B - suprafafa de raspuns Qnax estimatd, Qma=f(X1, X3) cand X,=0.45
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Variatia gradului maxim de umflare in functie de parametrii variabili au condus la
cateva concluzii interesante:

= Qmax Variaza in general intre 850 gi 1700% 1in functie de raportul initial dintre
cei doi polimeri (G/CS);

¥ Qmax Creste cand raportul G/CS < 4, pentru orice cantitate de agent de
reticulare ionica (Figura I1.16.A.). Acest lucru poate fi atribuit hidrofiliei crescute a
gelatinei care va influenta capacitatea maxima de umflare a hidrogelurilor. Pe de alta
parte, CS are cate o grupare aminica la fiecare unitate structurala si G are de obicei mai
putine grupari aminice — numarul gruparilor aminice vor determina densitatea retelei
finale, astfel se explica gradele mari de umflare in cazul probelor ce contin mai multa
G; o comportare neasteptata a fost observata pentru un raport G/CS>4 céand s-a
inregistrat o tendinta de scadere a Qmax;

= O cantitate crescuta de CS in amestecul initial si o cantitate crescuta de
Na,SO, conduce la Qmax Scazute datoritd densitatii crescute de reticulare (Figura
11.16.A.);

= In functie de timpul de reticulare ionica, pentru diferite rapoarte G/CS, s-au
inregistrat comportamente diferite ale Qmax: 0 cantitate crescuta de CS in amestecul
initial si un timp de reticulare crescut are ca rezultat un Qmax Scazut iar o cantitate initiala
crescuta de G conduce la o crestere a Qmax din aceleagi motive explicate mai sus.

Capacitatea de inc arcare/eliberare utilizand un medicament model

Eficienta de eliberare a cafeinei a fost cuprinsa intre 92.6% and 96.9% ceea ce
indica faptul ca aproape toata cantitatea de cafeina incarcata a fost eliberata.

Cantitatea maxima de cafeina eliberata (dupa 24 h) de hidrogelurile GCS in
solutie tampon fosfat cu pH=7,4 este reprezentata in Figura IlI.18. Eliberarea cafeinei
are, in general, aceeasi comportare ntalnita si la Qmax ceea ce confirma caracterul
difuzional al eliberarii medicamentului hidrofil din acest material nou. Este de asemenea
confirmata si influenta densitatii retelei polimerice asupra capacitati  de
incarcare/eliberare a medicamentelor.
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Figura 111.18. Cantitatea maxima de cafeina eliberata pentru hidrogelurile GCS:
A — suprafafa de raspuns Cf eliberata estimatd, Cf=f(Xy, X,) cand X5;=150
B - suprafafa de raspuns Cf eliberata estimatd, Cf=f(Xy, X3) cand X,=0.45

Cinetica de eliberare a cafeinei indica faptul ca majoritatea probelor ating cantitatea
maxima de cafeina eliberata dupa doua ore in solutie tampon fosfat iar curbele cinetice
sunt tipice pentru sistemele de eliberare controlata prin difuzie.




Studii de reologie

Caracteristicile vascoelastice ale materialelor pot fi eficient evaluate cu ajutorul
testelor oscilatorii reprezentate prin urmatoarele marimi:

a) Modulul de acumulari (G’) care este 0 masura a energiei de deformatie
acumulata in proba in cursul procesului de forfecare. Dupa indepartarea solicitarii aceasta
energie este disponibila, actionand ca forta motoare a procesului de reformare. Deci G’
caracterizeaza comportarea elastica a materialului analizat.

b) Modulul de pierderi (G”) este o masura a energiei de deformatie utilizata de
proba n cursul procesului de forfecare si, de aceea, este complet pierduta la indepartarea
solicitarii. G caracterizeaza comportarea vascoasa a materialului [128, 129].

c) Factorul de pierderi, tan(®) = G"/G' caracterizeaza contributile portiunilor
elastice si vascoase In comportarea globald a probei analizate. In general, pentru starea
lichida tan(d) > 1 (G” > G’), pentru starea de gel (solida) tan(d) < 1 (G’ > G”), iar la punctul
de tranzitie (gelifiere) tan(d) = 1 (G’ = G”) [128].

d) Vascozitatea complex a, n*

Tn cazul acestor teste sunt valabile urmétoarele relatii :

G4 =1G) + (@) silnt=Vl)? + @)

Testele reologice n regim oscilatoriu ofera posibilitatea masuratorilor nedestructive.
Astfel, au fost efectuate trei tipuri de teste in regim dinamic:

Testul de baleiaj de amplitudine (AS), la o frecventa unghiulara constanta de 10
radS™, a fost utilizat pentru determinarea limitei domeniului de vascoelasticitate liniara
(LVE) si pentru determinarea stabilitatii mecanice a probei. Figura I11.20. prezinta variatia G’
and G” pentru doua hidrogeluri (GCS-1 si GCS-3) cu cantitati diferite de agent de reticulare
ionic (vezi Tabelul 111.2. si Tabelul 111.3.). Amplitudinea a variat intre 0,01 si 100%. Din
testele de baleiaj de amplitudine au fost selectate valorile deformatiei si a tensiunii aplicate.
Toate testele au fost efectuate la o temperatura de 37°C (temperatura corpului uman). De
obicei, testele de baleiaj de amplitudine sunt folosite doar pentru a determina limitele
domeniului de vascoelasticitate liniara (LVR), Thsa uneori acestea pot aduce informatii cu
privire la stabilitatea structurala si mecanica a probelor analizate, in acest caz a
hidrogelurilor GCS. Limitele domeniului de vascoelasticitate liniara ofera indicii cu privire la
capacitatea gelului de a rezista la sinereza (la suprafata gelului se formeaza un strat lichid).
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Cresterea cantitatii de agent de reticulare ionic genereaza valori crescute ale G’ si
G” si In consecinta mareste limitele LVR, sugerand structuri mai stabile. Pentru a verifica
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aceasta observatie s-au folosit frecvente diferite pentru testele de baleiaj de amplitudine.
Chiar daca o crestere a frecventei reduce putin limitele LVR, influenta generala a cantitatii
de agent de reticulare asupra stabilitati mecanice se pastreaza. Raportul G/CS are si el
influenta asupra limitelor LVR; cresterea raportului G/CS reduce limitele LVR. Pentru o
crestere a acestui raport de la valoarea minima la cea maxima (GCS-9 si GCS-10) se
nregistreaza o scadere semnificativa a LVR (de la 5,0 la 0,1%).

Baleiajul de frecventa, adesea folosit ca test standard in reologia polimerilor, ofera
informatii utile legate de structura interna si masa moleculara a polimerului. Tn cazul acestor
teste se aplica o tensiune sinusoidala cu o amplitudine constanta (caracteristica pentru
fiecare prob4, intre limitele LVR) si se variaza frecventa oscilatorie (intre 102 si 10%s™).
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Figura 111.21. Baleiajul de frecventa
pentru probele GCS-1 si GCS-3
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In Figura Ill. 21. sunt prezentate comportarile G’, G” si ale vascozitatii complexe
(In*]) functie de frecventa pentru aceleasi doua probe. Curbele sunt caracteristice pentru
materialele solide, cu G’> G” pe un domeniu larg de frecvente. Au fost observate structuri
stabile de gel pentru toate probele analizate, G’ si G” fiind aproape independente de
frecventa pe mai bine de trei decade [129]. Valorile modulului de acumulari si diferentele
dintre G’ and G” indica faptul ca reteaua hidrogelului este stabila si prezinta o elasticitate
ridicata [129]. Gradul crescut de elasticitate a hidrogelurilor este, de asemenea, evidentiat
prin valorile scazute ale tan 9, in jur de 0,1 pentru toate probele analizate.
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Figura 111.22. Baleiajul de temperatura
pentru probele GCS-1 si GCS-3
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Atunci cand creste cantitatea de agent de reticulare ionic (probele GCS-1 si GCS-3)
se observa o crestere a G’ ceea ce poate indica o crestere a densitatii retelei hidrogelului
(observatia este valabila si pentru probele GCS-6 si GCS-8 sau probele GCS-11 si GCS-
12).

Testele de baleiaj de temperatura au Tnceput dupa ce proba a fost adusa la o
temperatura de echilibru de 10°C. Probele au fost apoi Tncalzite de la 10°C la 40°C cu
0,5°C/min la o frecventa unghiulara de 1 s si o tensiune constanta in limitele LVR (intre
0,1 and 5,0 % pentru toate probele).

Baleiajul de temperatura (Figura 111.22.) indica faptul ca hidrogelurile GCS sunt
stabile pe domeniul de temperatura ales pentru analiza (10-40C).

Pe curba G” apare in jurul temperaturii de 37°C un peak care poate indica o
reorganizare a retelei, insa acest fenomen va trebui analizat in viitor mai in profunzime.

[11.1.1.2. Hidrogeluri pe baz a de gelatin a si chitosan reticulate cu aldehid a
glutaric a si TPP

Obiectivul acestui studiu a fost obtinerea gi caracterizarea unor hidrogeluri pe
baza de gelatina si chitosan dublu reticulate cu glutaraldehida si TPP utilizdnd un plan
experimental centrat rotitor de ordinul 1l cu trei variabile (Tablelul Ill.2. cu doua
modificari: raportul intre polimeri este acum CS/G fata de G/CS utilizat in cazul
hidrogelurilor reticulate cu AG/Na,SO, iar agentul de reticulare ionica este TPP-ul)
[141]. Prepararea hidrogelurilor a urmarit planul experimental prezentat in Tabelul 1l1.3.
(agentul de reticulare ionica este TPP-ul iar codul probelor este inlocuit — GCS devine
CSG). Caracterizarea acestora a constat in evaluarea morfologiei, caracteristicilor de
umflare si incarcare/eliberare a unor medicamente hidrofile. Tn acelagi timp s-a incercat
utilizarea retelelor neuronale pentru optimizarea principalelor caracteristici ale
hidrogelurilor (gradul de umflare in solutie tampon citrat (CBS), gradul de umflare in
solutie tampon fosfat (PBS), cantitatea maxima de cafeina eliberata in CBS si cantitatea
maxima de cafeina eliberata in PBS) in functie de parametrii reactiei (raportul CS/G,
cantitatea de agent de reticulare ionica, timpul de reticulare ionica). Modelarile directe si
inverse utilizand retele neuronale permit evaluarea procesului in ambele directii: se pot
efectua predictii pentru valorile caracteristicilor finale ale hidrogelurilor gi se pot
identifica conditiile initiale optime care vor conduce la valori finale impuse. S-a propus i
utilizat o metoda generala de modelare, cu posibilitatea de a fi aplicata si altor sisteme
complexe dublu reticulate.

I11.1.1.2.4. Rezultate si discu tii

Caracteristici structurale

Spectrele FTIR pentru cei doi polimeri de plecare si pentru hidrogelurile
preparate au evidentiat faptul ca cele doua tipuri de reticulari au avut loc.

Morfologia hidrogelurilor CSG

Cu ajutorul microscopiei elecronice de baleiaj s-a putut observa morfologia
compacta a hidrogelurilor (Figura 111.26.), fara pori evidenti. Aceasta morfologie poate fi
atribuita densitatii crescute de reticulare avand in vedere numarul mare de grupari
aminice si reactivitatea agentului de reticulare ionica fata de aceste grupari, respectiv
functionalitatea sa ridicata.
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Figura 111.26. Microscopie electronica de
baleiaj pentru proba CSG-2

Gradul maxim de umflare

Gradele de umflare ale hidrogelurilor CSG nu au fost foarte mari, comparativ cu
cele ale hidrogelurilor GCS.
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Figura 111.27. Gradul maxim de umflare la
pH=3 cand unul din parametri este variabil gi
ceilalfi doi sunt constanti

Figura I11.28. Gradul maxim de umflare la
pH=7,4 cand unul din parametri este variabil si
ceilalfi doi sunt constanfi

Gradul maxim de umflare (Qmax) determinat in mediul slab bazic (pH=7,4) (Figura
[11.28.) a fost, In general, mai mic comparativ cu cel masurat in mediul acid (pH = 3)
(Figura 111.27.), cu o exceptie in cazul probelor cu un raport CS/G scazut, adica o
cantitate crescutd de G Tn amestecul initial. Tn mediul alcalin se formeaza anionii
carboxilat din proteina care vor determina respingeri electrostatice si vor permite
patrunderea solutiilor apoase in retea.

Gradul maxim de umflare Tn mediul acid creste cu cresterea cantitatii de agent de
reticulare iar in mediul bazic cantitatea de agent de reticulare ionica nu are o influenta
notabila asupra Qmax-

Remunan-Lopez si Bodmeier au raportat faptul ca filmele chitosan-TPP sunt
sensibile in mediul acid, se umfla foarte tare si in final se dizolva [146]. Aceasta
observatie ne ajuta sa intelegem de ce gradele de umflare ale hidrogelurilor cresc o
datd cu cresterea cantitatii de agent de reticulare ionica. In cazul utilizarii unei cantitati
mici de agent de reticulare, dupa 24 de ore in mediul acid, hidrogelul incepe deja sa se
dizolve. In cazul utilizarii unei cantititi crescute de TPP vom avea o retea mult mai
densa si deci desfacerea tuturor legaturilor ionice va necesita un timp mai lung de 24 de
ore in mediul acid.




Timpul de reticulare ionica nu manifesta o influenta semnificativa asupra gradului
maxim de umflare a hidrogelurilor CSG in mediul bazic; reactivitatea crescuta a TPP-
ului face ca reticularea sa aiba loc n primele 60 minute.

Capacitatea de inc arcare/eliberare a Cafeinei

Eficienta de eliberare a Cafeinei a avut valori crescute in mediul alcalin, intre 83
si 94%, si valori medii in acid, intre 46 si 62%.

Cantitatea maxima de cafeina eliberata dupa 24 h din hidrogelurile CSG in
mediul bazic a fost cuprinsa intre 17 - 115 mg/g hidrogel iar Tn mediul acid intre 9 - 59
mg/g hidrogel. Comportarea hidrogelurilor CSG la eliberarea unui medicament model,
hidrofil, a fost similara cu comportarea acestora la umflare atat in mediul bazic cat si in
mediul acid. Cantitatea maxima de Cafeina eliberata in mediul acid a fost mai mica
comparativ cu cantitatea eliberata in mediul bazic.
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Figura 111.32. Cinetica de eliberare a cafeinei la pH=3 pentru hidrogelurile:
A - CSG-9, CSG-10,CSG-15; B — CSG-11, CSG-12, CSG-15; C — CSG-13, CSG-14, CSG-15.

Modelarea cu ajutorul re telelor neuronale

Modelarea cu ajutorul retelelor neuronale are drept scop stabilirea influentei
conditilor de reactie asupra caracteristicilor finale ale hidrogelurilor. Prin urmare,
reteaua proiectata are ca variabile de intrare: x, - CS/G (g/g), X2 - moli TPP/ 2 moli NH,
libere, Xz — timpul de reticulare ionica (minute), iar ca variabile de iesire: y; — gradul
maxim de umflare in PBS (pH = 7.4) (SDess) (%), y2— gradul maxim de umflare in CBS
(pH = 7.4) (SDcgs) (%), y3 — cantitatea maxima de cafeina eliberata in PBS (Cfpgs) Si
Y4 - cantitatea maxima de cafeina eliberata in CBS (Cfcgs). Fiecare iegire este corelata
prin modelare cu cele trei intrari si, de aceea, au fost proiectate patru modele.

Modelele neuronale s-au obtinut prin antrenari bazate pe date reprezentate de
perechi intrare/iesire, urmarindu-se realizarea valorilor impuse ca iesiri. Corectia intre
predictiile retelelor neuronale si datele experimentale (procesul de finvatare sau
antrenare) se bazeaza pe o procedura de regresie neliniara. Antrenarea presupune
evaluarea iesirilor retelei gi calcularea abaterii fatd de datele experimentale. Cand
aceste abaterile devin prea mari, trebuiesc ajustate ponderile neuronilor, iar procesul
reia evaluarea iesirilor retelei.

O problema& majora in proiectarea modelelor cu ajutorul retelelor neuronale este
determinarea arhitecturii retelei, reprezentatd prin numarul straturilor ascunse gi
numarul neuronilor de pe fiecare strat ascuns. Se utilizeaza metoda incercare gi eroare
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pentru testarea catorva topologii (arhitecturi ale retelei) si pentru compararea abaterilor
predictiilor. Abaterile minime indicd o arhitectura corespunzatoare, cu potentiale
rezultate bune n fazele de antrenare si validare.

Rezultatele antrenarii retelelor neuronale sunt evaluate pe baza abaterii medii
patratice (MSE), corelatiei (r) (concordanta intre datele experimentale si predictiile
retelei neuronale) si eroarea procentuald (Ep). In cazul procesului abordat, cele mai
bune performante au fost inregistrate de MLP(3:5:1), o retea de tip percepron multistrat,
cu trei neuroni in stratul de intrare corespunzator celor trei variabile de intrare (xi, X,
X3), Un strat ascuns cu 5 neuroni si un strat de iesire cu un neuron pentru Yy, Y2, Y3 Si Ya
(in cazul celor 4 modele neuronale).

Chiar daca numarul datelor experimentale nu este prea mare, s-a putut obtine un
model bun de retea neuronala deoarece datele sunt uniform distribuite pe domeniul
analizat. Experimentele au fost planificate astfel incat sa se pregateasca un numar
minim de probe, dar care sa acopere uniform Tntreaga arie investigata.

Pentru acest studiul s-au folosit retele neuronale “feedforward” (cu reactie
pozitiva) cu o arhitectura (3:5:1). Acestea au fost obtinute prin metoda Tncercarilor
succesive si au fost antrenate cu binecunoscutul algoritm “backpropagation”.
Performantele obtinute in faza de antrenare, respectiv MSE, r si E, sunt prezentate in
tabelul 111.6.

Tabelul 111.6. Performantele refelelelor neuronale in faza de antrenare

Parametri de ie gire MSE r E, %
SDess (Y1) 0,00021 0,99942 | 1,4932

SDcgs (Y2) 0,000055 | 0,99979 | 0,56361
Cfpes (Y3) 0,00067 0,98087 | 2,16925
Cfces (Va) 0,000048 | 0,99997 | 0,66138
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Figura 111.36. Valorile experimentale SDpgs (y1)  Figura 111.37. Valorile experimentale Cfpgs (Y1)
comparate cu rezultatele refelei neuronale comparate cu rezultatele refelei neuronale
pentru etapa de antrenare pentru etapa de antrenare

Valorile prezise de reteaua neuronala sunt Tn concordantd cu valorile
experimentale pentru toti cei patru parametri, ceea ce demonstraza ca modelul




neuronal a Tnvatat bine comportamentul procesului. Figurile 111.36. si I11.37. prezinta

doua exemple pentru parametrii de iesire SDpgs (Y1) Si Cfpas (Y3).
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Figura 111.38. Datele experimentale comparate cu rezultatele retelei neuronale pentru faza de
validare

Principalul avantaj al retelelor neuronale consta in capacitatea acestora de a
generaliza, respectiv de a furniza predictii fata de valori de intrare pe care nu le-a vazut
inca. Sase probe experimentale au fost pastrate pentru etapa de validare pentru a
verifica dacd modelul neuronal prezinta capacitate de generalizare. In Figura 111.38. este
prezentata comparatia intre datele experimentale (neincluse in setul de antrenare) si
predictile modelului MLP(3:5:1) pentru toate iesirile retelelor neuronale. O eroare
maxima relativa de 6 % arata faptul ca predictiile modelelor neuronale sunt corecte.

In consecinta, modelele neuronale pot fi folosite pentru a face predictii pentru
date de intrare neincluse in setul experimental, nlocuind experimente sau furnizand
informatii practicii experimentale.

Modelarea neuronala directa permite estimarea cantitatii de cafeina eliberata si a
gradului de umflare pentru diferite conditii de reactie.

Informatii suplimentare se pot obtine prin modelare neuronala inversa, aceasta
find o problema de optimizare ce consta in identificarea conditiilor de reactie care
conduc la valori finale impuse pentru y1, Y, Y3 sau y,. Pot fi formulate diverse probleme
de optimizare pentru a fi rezolvate cu ajutorul modelarii neuronale inverse.
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De exemplu, daca avem x, (moli TPP/ 2 moli NH,), x3 (timpul de reticulare ionica)
si y1 (gradul de umflare in PBS) impuse, se poate afla x; (CS/G).

O retea neuronala care raspunde la o asemenea problema are ca valori de
intrare Xp, X3 i y1 Si ca valoare de iegire x;. Mai multe teste in modelarea neuronala
inversa au condus la o arhitectura optima de tipul MLP (3:12:4:1) cu MSE = 0.000006, r
=0.99991 si E,= 0.181415 % pentru faza de antrenare. In Figura I11.39. sunt prezentate
predictiile modelului MLP (3:12:4:1) pentru o serie de date pentru care modelul nu stie
raspunsurile experimentale (faza de validare).
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Un alt exemplu este reprezentat de urmatoarea problema: daca avem Xx;
(CS/Gel), x3 (timpul de reticulare) si y; (cantitatea de cafeina eliberata in PBS) impuse
se poate afla x, (moli TPP/ 2 moli NHy).

Raspunsul la intrebarea de mai sus este dat de o retea neuronald cu douad
straturi ascunse de tipul MLP(3:33:11:1), cu X1, X3 $i ys intrari ale retelei si x» iesirea
modelului. Rezultatele simularii sunt in concordantd cu datele experimentale (Figura
[11.40.), avand o eroare relativa maxima de 9%.
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[11.1.2. Imobilizarea lipozomilor in hidrogeluri pe baz a de chitosan si
gelatin a

Dupa cum s-a observat in cadrul subcapitolului anterior, hidrogelurile pe baza de
G si CS prezinta grade de umflare si capacitati de includere/eliberare ridicate,
bineinteles in functie de cantitatea si de tipul agentului de reticulare ionica utilizat. Tn
schimb, aceste tipuri de hidrogel nu se preteaza la eliberarea pe termen lung a
principiului activ tocmai datorita proprietatilor enuntate anterior.

in partea bibliografica, au fost prezentate si dezavantajele lipozomilor din punctul
de vedere al utilizarii lor ca sisteme de eliberare controlata. Printre acestea, cel mai
important din punct de vedere al studiului efectuat, il constituie stabilitatea lipozomilor Tn
timp.

in cadrul acestui subcapitol s-a studiat posibilitatea controlului eliberarii
principiului activ din sisteme complexe de tip hidrogel — lipozomi. Pentru comparatie au
fost studiate doua tipuri de hidrogeluri — hidrogeluri pe baza de G si CS dublu reticulate
cu AG si Na,SO,4 si hidrogeluri pe baza de G si CS dublu reticulate cu AG si TPP,
ambele tipuri preparate dupa un plan experimental centrat, rotitor, compus, de ordinul Il
cu trei variabile.

Din punctul de vedere al lipozomilor analizati, a fost studiat un singur tip de
lipozomi din punct de vedere morfologic, si anume: lipozomi multilamelari mari
(Multilamelar Vesicles - MLV) si doua tipuri de lipozomi diferiti din punct de vedere al
compozitiei acestora.

Principalele directii de cercetare ale acestui studiu au fost: studiul stabilitatii
lipozomilor imobilizati in filmele polimere si capacitatea sistemelor polimeri — lipozomi
de a elibera principiul activ.

[11.1.2.2.1. Prepararea lipozomilor

Pentru imobilizarea lipozomilor in hidrogeluri polimere au fost preparate in scopul
compararii doua tipuri de lipozomi multilamelari (MLV) ce difera prin compozitiile de
plecare, si anume:

= MLV-uri cu o compozitie de plecare pe baza de PC

= MLV-uri cu o compozitie de plecare pe baza de PC/Chol (raport molar 2:1)

Pentru prepararea lipozomilor multilamelari a fost utilizatd metoda hidratérii
filmelor lipidice [148], aceasta fiind una dintre cele mai utilizate tehnici de obtinere a
acestui tip de lipozomi.

[11.1.2.2.2. Prepararea sistemelor complexe de tipul polimer-lipozomi-
principiu activ
Sistemele polimer-lipozomi au fost realizate sub forma de hidrogeluri in care au
fost imobilizati lipozomi de tip MLV incarcati cu calceina. Au fost alese céate patru probe
din fiecare set de hidrogeluri prezentate in primele doua subcapitole, dupa cum
urmeaza:
Tabelul I11.7. Codul sistemelor de tip polimer-lipozomi

Codproba _ A9eMtde - = coqprony  Agentde -
reticulare ionic a reticulare ionic a

GCS-3-L CSG-3-L

GCS-10-L CSG-10-L

GCS-12-L NazS04 CSG-12-L TPP

GCS-15-L CSG-15-L
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Prepararea hidrogelurilor a urmat acelasi protocol ca cel prezentat in primele
doua subcapitole, cu mentiunea ca toate cantitatile au fost reduse de 4 ori (de exemplu,
in loc de 0,59 vom avea 0,125g amestec polimeri). Pentru obtinerea sistemelor
complexe de tipul polimer-lipozomi, o suspensie de lipozomi in apa a fost adaugata in
fiecare solutie de polimeri inaintea aldehidei glutarice [149].

[11.1.2.4. Rezultate si discu tii

In cadrul acestui subcapitol vor fi prezentate rezultatele obtinute in urma
prepararii unui sistem complex de tipul polimer-lipozomi-principiu activ. Se va face
referire atat la caracterizarea lipozomilor céat si a sistemului complex din diferite puncte
de vedere.

Determinarea dimensiunii lipozomilor

Dimensiunile lipozomilor multilamelari atat pentru cei pe baza de PC cat si pentru
cei pe baza de PC/Chol sunt prezentate in Tabelul 111.8.

Tabelul 111.8. Diametrul mediu al lipozomilor

Compozitia = Diametrul mediu al
lipozomilor MLV-urilor ( um)
PC 1,050+0,237
PC/Chol 2,407+0,217

Lipozomii de tip MLV sunt vezicule mari cu dimensiuni ce variaza in functie de
compozitia acestora, lipozomii din PC/Chol sunt mai mari decat cei numai din PC.

Studiul distribu  fiei lipozomilor in filmele polimere

Aceste studii au fost realizate cu ajutorul microscopiei confocale de fluorescenta,
cu ajutorul careia s-a putut pune in evidenta prezenta lipozomilor in interiorul matricilor
polimere.

Au fost preparati lipozomi in care a fost inclusa rodamina, ca principiu fluorescent
hidrofob, pentru a se evita difuzia acestuia in afara lipozomilor si modificarea
proprietatilor fluorescente ale intregului sistem. Acesti lipozomi au fost apoi imobilizati n
hidrogelurile polimere. Pentru comparatie s-au preparat si probe-martor fara lipozomi
imobilizati.

Imaginile de fluorescenta au fost facute pe sectiuni de hidrogel de ~ 100 pm
grosime, in stare uscata, la o marire de x10. In Figura 1Il.54.A este prezentatd imaginea
de fluorescenta a lipozomilor MLV imobilizati Tn hidrogelul CSG-3. Lipozomii sunt
omogen distribuiti Tn aproape toata masa hidrogelului.

Figura 111.54. Imagini de fluorescenta
pentru lipozomi MLV imobilizati in
hidrogelul CSG-3 (A) comparativ cu
hidrogelul martor CSG-3 (B) pentru o
marire x10




Studiul capacit afii de eliberare a calceinei din sistemele complexe polimer-
lipozomi-principiu activ

Calceina, un principiu activ hidrofil, a fost inclusa in lipozomi mari de tip MLV de
diferite compoziti (PC si PC/Chol). Lipozomii incarcati cu calceina au fost apoi
imobilizati Tn hidrogeluri pe baza de gelatina si chitosan dublu reticulate.
Comportamentul hidrogelurilor fara lipozomi a fost studiat Tn cele doua subcapitole
anterioare. Acestea au prezentat grade de umflare ridicate, in functie de compozitie si
agentul de reticulare ionica utilizat, gi cantitati crescute de cafeina incarcate/eliberate.
Cinetica de eliberare a principiului activ hidrofil a indicat faptul ca acesta a fost eliberat
aproape complet dupa 2-3 ore de la imersarea hidrogelurilor incarcate in solutii apoase
cu pH diferit. Pentru a surmonta acest dezavantaj al hidrogelurilor s-a recurs la
realizarea sistemului complex polimer-lipozomi-principiu activ. in acest fel s-a incercat i

rezolvarea problemei legata de instabilitatea lipozomilor in timp.
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Figura Il1.56. Cinetica de eliberare a calceinei in pH=7,4 pentru hidrogelurile pe baza de G si CS
dublu reticulate cu AG/Na,SO, Tncércate cu lipozomi din PC (A) si PC/CHOL (B)
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Figura Ill.57. Cinetica de eliberare a calceinei in pH=7,4 pentru hidrogelurile pe bazé de G si CS
dublu reticulate cu AG/TPP incércate cu lipozomi din PC (A) si PC/CHOL (B)
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Tn hidrogelurile GCS (reticulate cu AG si Na,SOy) si hidrogelurile CSG (reticulate
cu AG si TPP) au fost imobilizati lipozomi mari de tipul MLV cu compozitii diferite (PC si
PC/Chol) incarcati in prealabil cu calceina. Cinetica de eliberare a calceinei din aceste
hidrogeluri este prezentata in Figura I11.56. si Figura 111.57.

Din curbele cineticii de eliberare se poate observa ca eliberarea calceinei este
influentata atat de compozitia hidrogelurilor si tipul agentului de reticulare ionica cat si
de compozitia lipozomilor. Influenta compozitiei este similara cu cea descoperita in
cazul eliberarii unui principiu activ hidrofil din filmele martor pe baza de G si CS dublu
reticulate (Capitolul 111.1.1.1. si Capitolul 11.1.1.2.). Filmele reticulate ionic cu TPP
elibereaza mai greu lipozomii/calceina iar acest lucru se datoreaza reactivitatii crescute
a TPP comparativ cu Na,SO,. Lipozomii ce au in compozitia initiala PC/CHOL sunt mai
stabili [153], si elibereaza mai greu calceina.

Cantitatile reduse de principiu activ hidrofil eliberat comparativ cu cele masurate
pentru filmele martor, constituie dovada faptului ca lipozomii au ramas intacti in timpul
proceselor de reticulare a G si CS.

Determinarea integrit afii lipozomilor

Lipozomii aflati in straturile superficiale ale hidrogelului sunt eliberati treptat in
mediul apos in care este imersat hidrogelul. O parte din acesti lipozomi se destabilizeza
eliberand astfel principiul activ. Insd nu numai lipozomii eliberati in mediul apos se pot
destabiliza ci si cei aflati Tnca in interiorul retelei polimere iar principiul activ este in
acest caz eliberat prin difuzie din hidrogel.

Procentele de calceina eliberata, calculate Tnainte si dupa adaugarea
detergentului (Triton X-100), pentru proba GCS-10-L sunt reprezentate in Figura 111.58.

Integritatea lipozomilor din afara hidrogelurilor pe baza de G si CS dublu
reticulate cu AG/Na,SO,4 si AG/TPP a fost calculata si este reprezentata in Figura 111.59
si Figura 111.60.
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Figura 111.58. Procentele de calceind eliberatd, calculate Thainte si dupd addugarea
detergentului, pentru proba GCS-10-L

Dupa 60 de zile se inregistreaza o scadere considerabila, pana la 1-2%, a
parametrului de integritate lipozomala ceea ce indica faptul ca lipozomii ce au fost
eliberati din matricile polimere s-au dezintegrat aproape in totalitate, astfel cantitatile de
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Figura 111.59. Variatia parametrului de integritate lipozomal& pentru hidrogelurile pe baza de G
si CS dublu reticulate cu AG/Na,SO, Tncércate cu lipozomi din PC (A) si PC/CHOL (B)

Parametrul de integritate lipozomala este mai mic pentru hidrogelurile dublu
reticulate cu AG/TPP (Figura 111.60.) comparativ cu cel al hidrogelurilor dublu reticulate
cu AG/Na,S0O, (Figura I111.59.), demonstrand astfel ca lipozomii se dezintegreaza in
interiorul hidrogelului iar calceina este apoi eliberata prin difuzie.

Colesterolul are influenta asupra stabilitatii lipozomilor, fapt demontrat de valorile
mai mari ale parametrului de integritate pentru lipozomii ce au in compozitie PC/CHOL.
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Figura I11.60. Variatia parametrului de integritate lipozomal& pentru hidrogelurile pe baza de G si
CS dublu reticulate cu AG/TPP 1incéarcate cu lipozomi din PC (A) si PC/CHOL (B)
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Mecanismul de eliberare a calceinei din sistemele complexe de tipul
polimer-lipozomi-principiu active

Lipozomii Tncarcati cu calceina ce se afla la suprafata hidrogelului si care au
dimensiuni corespunzatoare pentru a iesi prin porii retelei (dupa umflare) sunt eliberati
din hidrogel iar in acest caz calceina este eliberata dupa dezintegrarea lipozomilor.
Restul de calceina va ramane in matricea polimera (in compartimentul apos al
veziculelor) pana cand o parte din lipozomi se vor dezintegra, caz in care calceina va fi
eliberata prin difuzie din hidrogel, sau pana cand hidrogelul se va descompune.
Compozitia hidrogelului precum gi dimensiunea veziculelor inglobate in hidrogel sunt
parametri importanti ce influenteaza eliberarea calceinei din sistemele complexe
studiate.

[11.2. Hidrogeluri dublu reticulate pe baz a de chitosan s i PAV utilizate pentru
imobilizarea lipozomilor

in acest subcapitol vor fi prezentate obtinerea si caracterizarea unor sisteme
complexe polimer-lipozomi-principiu activ cu potentiale aplicatii biomedicale. Suportul
polimeric este constituit din hidrogeluri dublu reticulate (reticulare covalenta urmata de
reticulare ionica) pe baza de chitosan si poli(alcool vinilic). Lipozomii imobilizati Tn
matricea polimera sunt reprezentati de doua tipuri MLV-uri diferiti din punct de vedere al
compozitiei acestora.

[11.2.1. Hidrogeluri pe baz a de PAV si chitosan reticulate cu aldehid a
glutaric a si sulfat de sodiu sau tripolifosfat de sodiu

in cadrul acestui subcapitol a fost studiata influenta parametrilor variabili (raportul
masic CS/PVA), tipul si concentratia agentului de reticulare ionica) asupra morfologiei
hidrogelurilor, a proprietatilor de umflare, a capacitatilor de Tincarcare/eliberare a
cloramfenicolului.

Obtinerea hidrogelurilor pe baza de CS si PAV prin dubla reticulare (covalenta si
ionica) are loc datorita reactiei dintre gruparile carbonil ale glutaraldehidei si gruparile
aminice libere ale CS precum sgi gruparile hidroxil ale PAV si a interactiunilor dintre
anionii sulfat si gruparile aminice protonate ale chitosanului.

[11.2.1.2. Metoda de preparare a hidrogelurilor

Cantitati corespunzatoare de CS si PAV (rapoarte masice diferite - Tabelul
[11.10.) au fost dizolvate in solutie de acid acetic 2% (v/v) la temperatura camerei [171].
Cantitatea specifica de AG necesara pentru a reticula 20% dintre gruparile aminice i
hidroxilice libere a fost adaugata, in picaturi, sub agitare energica, peste solutia de
polimeri. Cantitatea minima optima de AG pentru ca filmele sa fie stabile a fost fixata in
urma unor teste preliminarii. Amestecul obtinut a fost transferat cu grija in Petri-uri cu
diametrul de 90 mm, ultrasonicat pentru a se indeparta aerul si a evita astfel formarea
de goluri, si apoi introduse in etuva timp de 1 ora, la o temperatura de 50C.
Hidrogelurile reticulate covalent au fost apoi imersate Tn solutii apoase de Na,SO4/TPP
de concentratii diferite (Tabelul 111.10.) si mentinute acolo 30 minute. Ulterior, probele au
fost spalate succesiv cu acetona si apa bidistilata pentru a elimina produsii
nereactionati; hidrogelurile au fost uscate prin liofilizare si pastrate in exicatoare.




Tabelul 111.10. Planul experimental utilizat pentru obtinerea hidrogelurilor

pcrgg';'i Mgzapiﬂ"nf:ff;)'”' % CS % PAV N2,SO, TPP
CPN-1 95 5

CPN-2 90 10

CPN-3 05 85 15 3%Z(V”J/b\'/) .
CPN-4 80 20

CPN-5 75 25

CPN-6 95 5

CPN-7 90 10

CPN-8 1 85 15 3502(Vrc/b\'/) -
CPN-9 80 20

CPN-10 75 25

CPT-1 95 5

CPT-2 90 10

CPT-3 1 85 15 . 1?)/2(\,“3/'\-/\’/)
CPT-4 80 20

CPT-5 75 25

CPT-6 95 5

CPT-7 90 10

CPT-8 1 85 15 - 3502(Vrc/b\’/)
CPT-9 80 20

CPT-10 75 25

l11.2.1.4. Rezultate g i discu tii

Amestecul celor doi polimeri a fost supus mai intai unei reticulari covalente prin
intermediul aldehidei glutarice. Reactia cu AG are loc atat la gruparile aminice situate
de-a lungul catenei chitosanului, cu formarea legaturilor iminice, cat si la gruparile
hidroxil ale poli(alcoolului vinilic) cu formarea unor noi legaturi de tip acetal. Reticularea
covalenta este urmata de o reticulare ionica cu sulfatul de sodiu sau tripolifosfatul de
sodiu. La aceasta reactie participa gruparile functionale de tip -NH,, aflate sub forma
ionului amoniu, apartinand chitosanului.

Caracteristici structurale

Produsii de reticulare au fost analizati prin spectroscopie FTIR.

Reticularea covalenta a chitosanului a fost demonstrata de prezenta benzii de
absorbtie caracteristica legaturilor iminice la 1633 cm™ n cazul hidrogelurilor CPN si la
1638 cm™ in cazul hidrogelurilor CPT.

Benzile de absorbtie de la 1101 cm™ din spetrul hidrogelurilor CPN, si de la 1062
cm™ din spectrul hidrogelurilor CPT sunt caracteristice leg&turilor de tip acetal, prezenta
lor justificand reticularea covalenta a poli(alcoolului vinilic).
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Reticularea ionica a fost confirmata de prezenta peak-ului de absorbtie specific
pentru —SO,? (~ 616 cm™) [127] in cazul hidrogelurilor CPN si de prezenta peak-ului de
absorbtie caracteristic legaturii asimetrice P-O-P (~893 cm™) in cazul hidrogelurilor

CPT.
Caracteristici morfologice

Structura hidrogelurilor pe baza de CS si PAV dublu reticulate a fost pusa in
evidenta cu ajutorul microscopiei elecronice de baleiaj (Figura 111.65.).

Figura 111.65. Micrografii
electronice pentru probele
CPN-3 (A) si CPT-1 (B)

Structurile ambelor tipuri de hidrogeluri sunt omogene si poroase; porozitatea
ridicata poate fi pusa pe seama uscatrii prin liofilizare.

Determinarea con tinutului de azot din compozit ia hidrogelurilor

Asa cum era de asteptat continutul de azot din hidrogeluri scade o data cu
cresterea cantitatii de PAV in amestecul initial. Este evident faptul ca PAV-ul participa
activ la reactia de reticulare covalenta formand impreuna cu chitosanul o retea polimera

interpenetrata de tip interconectat.
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Figura I11.66. Influenfa compozifiei inifiale a amestecului de polimeri asupra compozifiei
hidrogelurilor

Se observa o diferenta intre continutul de azot din hidrogelurile reticulate cu
sulfat de sodiu si cele reticulate cu tripolifosfat de sodiu, pentru acelasi raport de
polimeri in amestecul initial, diferenta ce provine din structura celor doi agenti de

reticulare.




Gradul maxim de umflare

Cinetica de umflare a hidrogelurilor (Figura 111.67.) evidentiaza faptul ca atat
cantitatea de PAV din amestecul initial cat si tipul si concentratia agentului de reticulare
influenteaza gradul de umflare.

Hidrogelurile reticulate cu AG/Na,SO, ating gradul maxim de umflare dupa
aproximativ 4 ore in PBS (Figura Il11.67.A.) in timp ce hidrogelurile reticulate cu AG/TPP

se umfla mult mai repede, acestea atingang gradul maxim de umflare dupa numai 2 ore
(Figura 111.67.B.).
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Figura 111.68. Gradul maxim de umflare in PBS pentru hidrogelurile CPN (A) si CPT (B)

Cantitatea de PAV in amestecul initial are gi ea o influenta pozitiva asupra
gradului de umflare; o crestere a cantitatii de PAV in amestecul initial conduce la o
crestere a gradului maxim de umflare a hidrogelurilor (Figura 111.68.). Scaderea cantitatii
de chitosan Tn amestecul initial de polimeri face ca densitatea de reticulare a retelei sa
se reduca, reducandu-se numarul puntilor de reticulare ionica.

Influenta agentului de reticulare este evidenta si datorita faptului ca hidrogelurile
reticulate ionic cu TPP au grade de umflare mult mai mici comparativ cu cele reticulate
cu NapSO4 (Figura 111.68.). Cantitatea de agent de reticulare ionica are de asemenea
influenta asupra gradului de umflare; o cantitate crescuta de agent de reticulare cregte
densitatea retelei inducand in acest fel un gradul de umflare scazut (Figura I11.68.B.).
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De asemenea, s-a observat ca o crestere in grosime a hidrogelurilor a crescut i
gradul de umflare (Figura 1l1.68.A.). Grosimea hidrogelurilor a fost modificata prin
dublarea cantitatilor de polimeri si agenti de reticulare cu pastrarea aceluiasi tip de Petri
(90 mm diametru) pentru prepararea acestuia. Acest lucru se datoreaza in principal
difuziei mai rapide a agentului de reticulare ionic in interiorul retelei in cazul unei grosimi
mai mici.

Capacitatea de inc arcare/eliberare a cloramfenicolului

Cantitatea de cloramfenicol incarcata/eliberata in cazul hidrogelurilor pe baza de
chitosan si poli(alcool vinilic) este redata in Figura I11.69.
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Figura 111.69. Cantitatea de CHL Tncarcata/eliberata pentru hidrogelurile CPN (a) si CPT (b)

Cantitatea de cloramfenicol incarcata/eliberata (Figura 111.69.) urmareste aceleasi
variatii si este influentata de aceeasi parametri ca si gradul maxim de umflare.

Cinetica de eliberare a cloramfenicolului Tn solutie tampon fosfat (pH=7,4) pentru
o parte din hidrogelurile pe baza de CS si PAV este prezentata in Figura 111.70.
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Figura 111.70. Cinetica de eliberare a CHL in PBS pentru hidrogelurile CPN (a) si CPT (b)

Cantitatea de PAV din amestecul initial, tipul si concentratia agentului de
reticulare influenteaza cantitatea de cloramfenicol eliberata in aceeagi maniera ca si
gradul de umflare al hidrogelurilor. Cinetica de eliberare urmareste aceleasi reguli de
variatie ca si cinetica de umflare ceea ce demonstreaza caracterul difuzional al eliberarii
cloramfenicolului la pH=7,4.

Cinetica de eliberare a cloramfenicolului (Figura 111.70.) indica faptul ca
majoritatea probelor ating cantitatea maxima eliberata dupa doua ore in solutie tampon
fosfat pentru hidrogelurile CPT gi patru ore pentru hidrogellurile CPN.




[11.2.2. Imobilizarea lipozomilor in hidrogeluri pe baz
poli(alcool vinilic)

a de chitosan si

Dupa cum s-a observat in cadrul subcapitolului anterior, hidrogelurile pe baza de
CS si PAV prezinta grade de umflare gi capacitati de includere/eliberare ridicate, n
functie de cantitatea si de tipul agentului de reticulare ionica utilizat dar si in functie de
raportul masic dintre CS gi PAV in amestecul initial. Aceste tipuri de hidrogel nu
prezinta potential pentru eliberarea pe termen lung a principiului activ tocmai datorita
proprietatilor enuntate anterior.

Ca si in cazul hidrogelurilor pe baza de G si CS s-a incercat surmontarea acestor
dezavantaje prin includerea de lipozomi in aceste sisteme in timpul prepararii, chiar
inainte de adaugarea agentului de reticulare covalenta. Au fost imobilizati Tn matricile
polimere doua tipuri de lipozomi multilamelari (MLV) ce difera prin compozitile de
plecare: PC si PC/Chol (raport molar 2:1).

11.2.2.2.2.
principiu activ

Prepararea sistemelor complexe de tipul polimer-lipozomi-

Sistemele polimer-lipozomi au fost realizate sub forma de hidrogeluri pe baza de
chitosan si poli(alcool vinilic) in care au fost imobilizati lipozomi de tip MLV incarcati cu
calceina. Au fost alese céate patru probe din fiecare set de hidrogeluri prezentate in
subcapitolul anterior, dupa cum urmeaza:

Tabelul 111.12. Codul sistemelor de tip polimer-lipozomi

cod Ag_ent de cod Ag_ent de
o reticulare o reticulare
prob a S, prob a Sy
ionic a ionic a
CPN-6-L CPT-1-L
CPN-7-L CPT-2-L
Na,SO,4 TPP
CPN-8-L CPT-3-L
CPN-9-L CPT-4-L

Prepararea hidrogelurilor a urmat acelasi protocol ca cel prezentat in subcapitolul
anterior, cu mentiunea ca toate cantitatile au fost reduse de 4 ori. Pentru obtinerea
sistemelor complexe de tipul polimer-lipozomi, o suspensie de lipozomi (incarcati cu
calceind) In apa a fost adaugata in fiecare solutie de polimeri inaintea aldehidei
glutarice.

l11.2.2.4. Rezultate g i discu tii

in cadrul acestui subcapitol vor fi prezentate rezultatele obtinute in urma
imobilizarii lipozomilor incarcati cu calceina Tn hidrogeluri pe baza de chitosan si
poli(alcool vinilic) dublu reticulate. Caracterizarea lipozomilor a fost prezentata in detaliu
in Capitolul 111.1.2. Tn acest subcapitol se va face referire doar la sistemul complex de
tipul polimer-lipozomi.

Studiul distribu  fiei lipozomilor in filmele polimere

In Figura Ill.71.A este prezentatd imaginea de fluorescentad a lipozomilor MLV
imobilizati Tn hidrogelul CPT-1 in comparatie cu hidrogelul martor fara lipozomi (Figura
[11.71.B). Lipozomii sunt omogen distribuiti in toata masa hidrogelului.
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Figura lll.71. Imagini de
fluorescenta pentru lipozomi MLV
imobilizafi Tn hidrogelul CPT-1 (A)

comparativ cu hidrogelul martor
CPT-1 (B) pentru o mdrire x10

Studiul capacit atii de eliberare a calceinei din sistemele complexe pol
lipozomi- principiu activ

imer-

Calceina, un principiu activ hidrofil, a fost inclusa in lipozomi mari de tip MLV de
diferite compoziti (PC si PC/Chol). Lipozomii incarcati cu calceina au fost apoi
imobilizati Tn hidrogeluri pe baza de chitosan si poli(alcool vinilic) dublu reticulate.
Comportamentul hidrogelurilor pe baza de CS si PAV fara lipozomi a fost studiat in
subcapitolul anterior. Acestea au prezentat grade de umflare ridicate, in functie de
compozitie si agentul de reticulare ionica utilizat, si cantitati crescute de medicament
ncarcate/eliberate. Cinetica de eliberare a principiului activ din hidrogelurile martor a
indicat faptul ca acesta a fost eliberat aproape complet dupa 2-4 ore de la imersarea
hidrogelurilor Tncarcate in solutii apoase cu pH bazic. Pentru a surmonta acest
dezavantaj al hidrogelurilor s-a recurs la realizarea sistemului complex polimer-
lipozomi-principiu activ. In acest fel s-a incercat si rezolvarea problemei legatd de
instabilitatea lipozomilor Tn timp.

Tn hidrogelurile CPN (reticulate cu AG si Na,SOy) si hidrogelurile CPT (reticulate
cu AG si TPP) au fost imobilizati lipozomi mari de tipul MLV cu compozitii diferite (PC si
PC/Chol) incarcati in prealabil cu calceina. Cinetica de eliberare a calceinei din aceste
hidrogeluri este prezentata in Figura I11.72. si Figura 111.73.
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Figura l1l.72. Cinetica de eliberare a calceinei in pH=7,4 pentru hidrogelurile pe baza de CS si
PAV dublu reticulate cu AG/Na,SO, incércate cu lipozomi din PC (A) si PC/CHOL (B)
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Figura 111.73. Cinetica de eliberare a calceinei in pH=7,4 pentru hidrogelurile pe baza de CS si
PAV dublu reticulate cu AG/TPP Tincéarcate cu lipozomi din PC (A) si PC/CHOL (B)

Din curbele cineticii de eliberare se poate observa ca eliberarea calceinei este
influentata atat de compozitia hidrogelurilor si tipul agentului de reticulare ionica cat si
de compozitia lipozomilor. Influenta compozitiei este similara cu cea descoperita in
cazul eliberarii unui principiu activ din hidrogelurile martor pe baza de CS si PAV dublu
reticulate (Capitolul 111.2.1.). Hidrogelurile reticulate ionic cu TPP elibereaza mai greu
lipozomii/calceina iar acest lucru se datoreaza reactivitatii si functionalitatii crescute a
TPP comparativ cu Na,SO,.

Lipozomii ce au in compozitia initiala PC/CHOL sunt mai stabili, asa cum s-a
observat si in Capitolul 111.1.2., si elibereaza mai greu calceina.

Determinarea integrit afii lipozomilor

Ca si in cazul sistemelor complexe de tipul polimer-lipozomi prezentat in
Capitolul 111.1.2., lipozomii aflati Tn straturile superficiale ale hidrogelului sunt eliberati
treptat in mediu apos in care este imersat hidrogelul. O parte din acesti lipozomi se
destabilizeza eliberand astfel principiul activ. Insd nu numai lipozomii eliberati in mediul
apos se pot destabiliza ci gi cei aflati inca n interiorul retelei polimere iar principiul activ
este Tn acest caz eliberat prin difuzie din hidrogel.

Integritatea lipozomilor din afara hidrogelurilor pe baza de CS si PAV dublu
reticulate cu AG/Na,SO, si AG/TPP a fost calculata si este reprezentata in Figura I11.74
si Figura I11.75.

Parametrul de integritate lipozomala este mai mic pentru hidrogelurile dublu
reticulate cu AG/TPP comparativ cu cel al hidrogelurilor dublu reticulate cu AG/NazSOs,,
comportament intalnit si la hidrogelurile dublu reticulate pe baza de G si CS,
demonstrand astfel ca lipozomii se dezintegreaza in interiorul hidrogelului iar calceina
este apoi eliberata prin difuzie.

Dupa 60 zile se inregistreaza o scadere considerabila, a parametrului de
integritate lipozomala ceea ce indica faptul ca lipozomii ce au fost eliberati din matricile
polimere s-au dezintegrat aproape in totalitate, astfel cantitatile de calceina calculate
Tnainte si dupa adaugarea detergentului sunt foarte apropiate ca valoare.
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Figura Ill.74. Variafia parametrului de integritate lipozomal& pentru hidrogelurile pe baz& de CS
si PAV dublu reticulate cu AG/Na,SO, incércate cu lipozomi din PC (A) si PC/CHOL (B)
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Figura Il.75. Variafia parametrului de integritate lipozomal& pentru hidrogelurile pe baz& de CS
si PAV dublu reticulate cu AG/TPP incaércate cu lipozomi din PC (A) si PC/CHOL (B)

Colesterolul are influenta asupra stabilitatii lipozomilor, fapt demontrat de valorile
mai mari ale parametrului de integritate pentru lipozomii ce au in compozitie PC/CHOL.




Capitolul 1V. Sisteme particulate pe baz a de polimeri naturali § i sintetici
IV.1. Sisteme particulate pe baz a de Gelatin a si Chitosan

in continuare vor fi prezentate rezultatele experimentale privind obtinerea unor
sisteme microparticulate pe baza de gelatina si chitosan. Numeroasele avantaje pe
care le prezinta cei doi polimeri din punct de vedere al utilizarii lor in domeniul eliberarii
controlate de principii biologic active au constituit principalul motiv pentru care s-a
realizat un nou material care sa Tmbine avantajele proteinelor cu cele ale
polizaharidelor.

Pentru valorificarea avantajelor celor doi polimeri, s-au studiat mai multe
posibilitati de realizare a unor sisteme suport sub forma de micro si nanoparticule
realizate prin reticulare ionicd sau covalenta [175-178). Insa, putini cercetatori au folosit
pana acum dubla reticulare pentru obtinerea sistemelor de eliberare a medicamentelor
[179-185].

Metoda utilizata in cadrul acestui studiu a constat in dubla reticulare in emulsie
inversa a solutiei celor doi polimeri solubilizati Tn apa. Reticularea s-a realizat mai Tntai
ionic cu ajutorul sulfatului de sodiu, si apoi, pentru stabilizarea particulelor s-a recurs la
o reticulare covalentd, interfaciala, prin intermediul unei solutii saturate de AG in toluen.
S-a recurs la aceasta tehnica din urmatoarele considerente:

= Utilizarea reticulantului ionic are ca efect reducerea cantitatii de reticulant
covalent, adeseori toxic;

= Agentul de reticlare covalenta nu poate fi total exclus, deoarece el asigura o
stabilitate dimensionala si mecanica particulelor obtinute.

Aceasta metoda a mai fost folositd pentru obtinerea de microparticule dublu
reticulate pe baza de chitosan si gelatina cu potentiale aplicatii in oftalmologie [186].
Rezultatele ce urmeaza a fi prezentate au fost obtinute prin optimizarea parametrilor
utilizati pentru realizarea sistemelor amintite anterior. Astfel, modificand cantitatea de
agent tensioactiv gi raportul de faze al emulsiei s-a reusit stabilirea unor conditii optime
pentru obtinerea de microparticule cu dimensiuni variate si polidispersitate dimensionala
relativ ingusta, potrivite pentru administrarea intravenoasa si intraperitoneala. Pentru
testele de incarcare/eliberare a fost folosit un medicament model (cloramfenicol) cu o
solubilitate scazuta in apa.

IV.1.2. Metoda de ob tinere

Metoda utilizata pentru prepararea microparticulelor pe baza de G si CS consta
in reticularea ambilor polimeri din solutie, proces ce s-a desfagurat in emulsie inversa,
de tip apa in ulei. S-a realizat intai o reticulare ionica in emulsie cu sulfat de sodiu
pentru gelifierea polimerilor, urmata de o reticulare covalenta la interfata cu AG. Atat
cantitatea de sulfat de sodiu cat si cantitatea de AG au fost utilizate Tn exces.

Pentru un mai bun control al reactiilor ce au loc in sistem, gi pentru corelarea
acestora cu proprietatile particulelor obtinute s-a realizat un program experimental, n
care variabilele au fost:

= Compozitia amestecului (%G, %CS)

= Concentratia surfactantului, raportata la volumul de emulsie

in tabelul 1V.2. sunt redate codurile tuturor probelor obtinute precum si valorile
parametrilor variati.
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Tabelul IV.2. Valorile parametrilor urmarifi si codurile probelor preparate

Codul % Span80 | % Tween80 Sllliits ssz:\(tmrjeﬂe"
u 0 o Tw urat a
orobelor | G | PCS (vS/v) W) | 1229 | de AG in
0%(ml)

toluen (ml)
2x10G90CS 10 90
2x30G70CS 30 70
2x50G50CS 50 50 2 2 40 20
2x70G30CS 70 30
2x90G10CS 90 10

3x10G90CS 10 90
3x30G70CS 30 70
3x50G50CS 50 50 3 3 40 20
3x70G30CS 70 30
3x90G10CS 10 90

A B C D
Figura IV.1. Metoda de obfinere a particulelor G-CS: A - prepararea emulsiei; B — transferul
emulsiei pentru definitivarea reticuldrii covalente; C — separarea particulelor prin centrifugare; D
— spélarea produsului obfinut

Pentru testele in vivo s-au preparat microparticule fluorescente (2x50G50CS-F).
Chitosanul folosit in aceasta sinteza a fost mai ntdi modificat prin legarea de
fluoresceina la grupele aminice prin activarea reactiei cu 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimidei (EDAC) dupa metoda publicata de Angela M. de Campos si colab. [187],
pentru ca mai apoi sa poata fi obtinute microparticulele fluorescente conform
protocolului enuntat mai sus.

Testarea ,, in vivo " a sistemelor particulate pe baz a de chitosan si gelatin a

Testele in vivo au avut drept scop obtinerea unor biodistributii la nivel de tesuturi
a microparticulelor fluorescente 2x50G50CS-F in eventualitatea utilizarii acestora n
eliberarea controlata de medicamente si pentru a observa care cale este cea mai




eficienta pentru administrare. Aceste teste au fost realizate pe sobolani Wistar albi,
masculi, cu greutati cuprinse intre 250 si 300 g. Suspensii de particule (1%),
echivalentul a 0,4 ml/Kg corp sobolan, intr-o singura doza, au fost administrate pe doua
cai: intraperitoneal (Lot I) si parenteral — in vena cozii (Lot Il). Lotul martor nu a primit
suspenii de particule pentru a permite compararea rezultatelor. Fiecare lot a avut cate
10 sobolani.

Dupa 24 ore de la administrare, toate animalele din toate loturile au fost
anesteziate cu Pentotal gi apoi sacrificate prin sectionarea arterelor carotide. Organe
sau fragmente de organe ca: plaman, cord, creier, testicul, ficat, arcade gingivo-
dentare, au fost recoltate in ser fiziologic. Imediat dupa recoltare, din organele
respective s-au realizat sectiuni la gheata (criostat) cu grosime de 2 — 3 microni.
Sectiunile au fost recoltate in paraformaldehida si examinate apoi la microscop. Fiecare
imagine a fost examinata prin microscopie obisnuita, apoi prin microscopie pentru
imunofluorescenta, obtindndu-se prin suprapunerea imaginilor o imagine compusa la o
marire de 60x.

IV.1.4. Rezultate si discu {ii

Intre G si CS au fost realizate doua tipuri de reactii, in functie de natura legaturilor
nou create. Mai intai, solutiile celor doi polimeri au fost supuse unei reticulari ionice prin
intermediul ionilor sulfat din sulfatul de sodiu. La aceasta reactie participa gruparile
functionale de tip -NH,, aflate sub forma ionului amoniu, apartinand celor doi polimeri;
reactia conduce la formarea unei retele polimere interpenetrate de tip interconectat
[192].

Figura IV.7. Refeaua polimera de tip IPN nou-formata

O reprezentare schematica a retelei nou-formata este descrisa in figura IV.7.

Reticularea ionicid se manifesta prin gelifierea solutilor celor doi polimeri. n
sistemul studiat, reactia de reticulare ionica este declansata prin adaugarea unei solutii
de Na,SO, Intr-o emulsie inversa de tip apa n ulei, in care raportul fazelor a fost 1:4. in
acest mod a avut loc formarea particulelor de G / CS ce vor fi stabilizate ulterior prin
reticulare covalenta cu AG.
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Reactia cu AG are loc tot la gruparile aminice situate de-a lungul catenei ambilor
polimeri cu formarea de legaturi iminice [193]; ea se realizeaza prin ruperea legaturilor
ionice formate prin intermediul ionilor sulfat sau prin participarea grupelor aminice inca
libere, de la suprafata particulelor de gel intrucat AG a fost extrasa in toluen si deci este
normal ca aceasta sa reactioneze preponderent la suprafata microparticulelor.

Spectroscopia FTIR

Produsii de reticulare au fost analizati prin spectroscopie FTIR.

Banda de absorbtie caracteristica legaturii iminice formate Tn urma reticularii
covalente este prezentd Tn spectrul probei 2x50G50CS la 1654 cm™.

Peak-ul corespunzator ionilor sulfat se regaseste in spectrul probei 2x50G50CS
(619 cm™) ceea ce demonstreaza reticularea ionica.

Caracteristici morfologice ale particulelor

Microparticulele preparate prin reticulare ionica si covalenta au fost analizate din
punct de vedere al morfologiei atat prin studii de difractometrie laser céat si prin
microscopie electronica, pentru determinarea formei gi a aspectelor de suprafata.

in scopul determindrii dimensiunii, microparticulele au fost analizate in acetona
pentru a evita procesele de umflare si a obtine astfel valori cat mai aproape de cele din
stare uscata. Un rol important in obtinerea unor particule sferice a fost determinat de
prezenta substantelor cu proprietati tensioactive in ambele faze ale emulsiei [194],
asigurand astfel o stabilizare mai buna a picaturilor de solutie apoasa si mai tarziu a
celor de gel ionic.

in tabelul IV.3. sunt prezentate valorile diametrului mediu al microparticulelor
preparate. Este important de mentionat ca valorile prezentate sunt cele medii afigsate de
aparat. Valorile reprezinta media aritmetica a valorilor diametrelor medii masurate
pentru cate 5 esantioane din fiecare proba.

Tabelul IV.3. Valorile diametrelor medii ale particulelor preparate

Codul probelor Diametrul mediu Codul probelor Diametrul mediu
(Hm) (Hm)
2x10G90CS 0,665+0,091 3x10G90CS 0,527+0,109
2x30G70CS 0,788+0,055 3x30G70CS 0,673+0,091
2x50G50CS 0,804+0,056 3x50G50CS 0,769+0,055
2x70G30CS 0,826+0,057 3x70G30CS 0,802+0,057
2x90G10CS 0,897+0,041 3x90G10CS 0,878+0,045

Valorea diametrului mediu al particulelor cregte cu cresterea cantitatii de gelatina
(Figura IV.11. si Figura 1V.12.) fapt ce se poate explica prin aceea ca reticularea ionica
a CS este mult mai puternica si mai rapida decéat a G; acest efect este determinat de
prezenta in structura chitosanului a unui numar mai mare de grupe aminice capabile de
a forma reticulari ionice gi covalente. O alta observatie desprinsa din curbele de
distributie este scaderea diametrului mediu al particulelor cu cregterea cantitatii de
surfactant.
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microparticulelor preparate cu o concentrafie microparticulelor preparate cu o
a surfactantului de 2% concentrafie a surfactantului de 3%

Microscopia electronica de baleiaj a adus informatii suplimentare privind forma,
aspectul suprafetei si dimensiunile particulelor. In figura 1V.13. sunt prezentate imaginile
de microscopie electronica de baleiaj pentru o parte din probele analizate.

Figura 1V.13. Microscopie electronica de baleiaj pentru: 2x50G50C (A), 2x90G10C (B) si
3x90G10C (C)

Din studiile de microscopie electronica s-au obtinut urmatoarele informatii:

= Doar o parte din particule prezinta o forma sferica bine definita;

= Pe migrografile obtinute se pot observa si aglomerate; Acestea se
redisperseaza insa in apa, prin agitare sau ultrasonare;

= Suprafata particulelor variaza de la foarte neted la rugos; aceasta observatie
este in concordanta cu datele existente in literatura [195-197].

Obtinerea de particule fluorescente a fost demonstrata cu ajutorul microscopiei
confocale de fluorescenta (Figura IV.14.).
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Figura IV.14. Microscopie confocalad de
fluorescenta pentru microparticulele
marcate cu fluoreceind

Determinarea caracteristicilor de reten  tie a solu tiilor apoase cu pH diferit

Capacitatea de retentie a solutiilor apoase a microparticulelor preparate a fost
studiatéd in doua medii diferite: solutie tampon acetat (pH=4) si solutie tampon fosfat
(pH=7,4). Cantitatea de apa inclusa in microparticule a fost cuantificata utilizand variatia
diametrului mediu in timp, valori masurate prin difractometrie Laser.

Valoarea maxima a diametrului mediu al particulelor in mediu acid (Figura IV.15.-
a) scade o data cu cresterea cantitatii de gelatina in sistem, fiind comparativ mai mare
decét cea in mediu bazic
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Figura IV.15. Variafia diametrului mediu maxim al particulelor in mediul acid (a) si n
mediul bazic (b)

Proprietatile de umflare sunt influentate de taria interactiilor ionice dintre lanturile
polimere care determina densitatea de reticulare a retelei.

Capacitatea particulelor de inc  arcare/eliberare a cloramfenicolului
Cantitatile de cloramfenicol incarcate dupa 24 ore sunt prezentate in tabelul IV.8.

Datorita faptului ca particulele au fost incarcate intr-un mediu diferit fata de cel in
care s-au monitorizat gradele de umflare, nu poate fi facuta o corelatie intre gradele de
umflare si cele de incarcare. Cea mai mare cantitate de cloramfenicol incarcata s-a
Tnregistrat in cazul particulelor 2x10G90C - 35,63 mg CHL/100mg particule uscate iar
cea mai mica in cazul particulelor 3x10G90C - 26,94 mg CHL/100mg particule uscate.




Tabel IV.8. Cantitatea de cloramfenicol incédrcaté in 100 mg particule

Codul mg CHL /100mg Codul mg CHL /100mg
probelor particule probelor particule
2x10G90CS 35,63 3x10G90CS 26,94
2x30G70CS 27,47 3x30G70CS 29,45
2x50G50CS 35,19 3x50G50CS 32,07
2X70G30CS 28,65 3x70G30CS 30,16
2x90G10CS 28,76 3x90G10CS 29,58

Din analiza rezultatelor obtinute se

urmeaza:

= Eficienta de eliberare este mai mica in cazul eliberarii in mediu bazic decat in

mediu acid, fapt explicat prin aceleasi diferente aparute in cazul umflarilor;

#= In cazul particulelor 2x10G90C si 2x90G10C s-a inregistrat o crestere
semnificativa a absorbantei in solutia de supernatant la 4 ore de la inceperea eliberarii,

cregtere pusa pe seama umflarii neagteptate a particulelor;

= Rezultatele obtinute in cazul includerii se coreleaza cu cele obtinute in cazul

eliberarii, atat in mediu acid céat si Tn mediul bazic.

= Tn mediu acid se constatd o eliberare mai lentd a cloramfenicolului In cazul
probelor 2x50G50C si 3x30G70C, efect pentru care nu s-a gasit inca o explicatie

plauzibila.

pot face o serie de observatii dupa cum

Cinetica de eliberare a CHL in mediu acid Cinetica de eliberare a CHL in mediu bazic
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Figura IV.16. Curbele cinetice de eliberare a cloramfenicolului din particule atat in mediu

acid (A si C) céat si in mediu bazic (B si D)
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Testarea ,, in vivo " a sistemelor particulate

Testele in vivo realizate au adus informatii foarte importante in ce privegte
biodistributia particulelor marcate cu fluoresceina la nivelul organismului:

= Lotul Il prezinta mai multa activitate fluorescenta pentru cord decat Lotul I;

= In ficat activitatea fluorescenta este relativ similara pentru cele doua loturi;

= La nivelul creierului activitatea imunofluorescenta este mai puternica in cazul
Lotului II;

= La nivelul gingiei activitatea este similara pentru cele doua loturi;

= In cazul testiculului activitatea imunofluorescentd este slaba, dar similard
pentru cele doua loturi;

= La nivelul plaménului se remarca activitate fluorescentd mult mai accentuata
pentru Lotul II.

Imagine compusé cord Imagine compusa cord Imagine cord
Lotul | Lotul Il Lotul Martor

Plansa 1. Microfotografiile comparative pentru cord, intre lotul martor si cele doud loturi
investigate

Se constata ca aceste nanoparticule au capacitatea de a ajunge la organe;
organele care ar putea fi folosite ca si organe tinta pentru microparticule fiind creierul,
cordul si ficatul.

Calea de admnistrare optima pentru microparticule ramane, pentru majoritatea
organelor, calea sangvina (administrare intravenoasa).

IV.2. Sisteme particulate pe baz a de Chitosan si Poli(alcool vinilic)

Acest subcapitol prezinta rezultatele experimentale obtinute prin realizarea unor
sisteme microparticulate pe baza de chitosan si poli(alcool vinilic). Avantajele celor doi
polimeri din punct de vedere al utilizarii lor in domeniul eliberarii controlate de principii
biologic active au reprezentat punctul de pornire pentru obtinerea unui nou material
capabil sa indeplineasca cerintele unui sistem de eliberare controlata de medicamente
pentru aplicatii oftalmologice.

In literatura sunt deja publicate rezultate referitoare la amestecul chitosanului cu
poli(alcoolul vinilic) [172, 173, 206-209] insa nu apar date referitoare la dubla reticulare
a acestui tip de amestec.

Metoda utilizata Tn cadrul acestui studiu a constat in dubla reticulare (ionica
urmata de covalentd) in emulsie inversa a celor doi polimeri solubilizati in apa.




Rezultatele obtinute prin variatia unor parametri precum concentratia polimerilor in
solutie, timpul de reticulare si cantitatea de agent tensioactiv vor fi prezentate in
continuare. Pentru testele de incarcare/eliberare a fost folosita pilocarpina, un agent
miotic utilizat pentru controlul presiunii intraoculare Tn glaucomul cronic simplu.

IV.2.2. Metoda de ob tinere

Metoda utilizata pentru prepararea microparticulelor pe baza de CS si PAV este
similara metodei de obtinere a microparticulor pe baza de chitosan si gelatina
prezentata in capitolul IV.1. Atat cantitatea de sulfat de sodiu céat gi cantitatea de AG au
fost utilizate Tn exces.

Programul experimental realizat pentru obtinerea microparticulor pe baza de CS
si PAV a cuprins urmatoarele variabile:

= Compozitia amestecului (%PAV, %CS)

= Concentratia solutiei de polimeri (%) (w/v)

= Timpul de reticulare covalenta (ore).

in tabelul 1V.9. sunt redate codurile probelor, precum si valorile parametrilor

variati.
Tabelul 1V.9. Valorile parametrilor urmarifi si codurile probelor preparate
Concentratia Solutie sl t'eu Timpul de
Codul probelor % % solutiei de Na,SO, jgtxré%z reticulare
P PAV | CS | polimeri (%) 10% covalenta
toluen
(wiv) (ml) (ml) (ore)

10P90CSx0,5 10 | 90
20P80CS x0,5 20 | 80
30P70CS x0,5 30 | 70 0,5 2,5 5 4
40P60CS x0,5 40 | 60
50P50CS x0,5 50 | 50

10P90CSx1 10 | 90
20P80CS x1 20 | 80
30P70CS x1 30 | 70 1 5 10 6
40P60CS x1 40 | 60
50P50CS x1 50 | 50

Experimentele debuteaza cu prepararea solutiei celor doi polimeri intr-un pahar
Berzelius de 100 ml; CS si PAV (cantitati corespunzatoare raportului dorit intre polimeri)
sunt dizolvati in cantitatea corespunzatoare concentratiei utilizate (0,5% sau 1%) in
solutie de acid acetic (2%) (volumul solutiei de polimeri a fost de 50 ml). La aceasta s-a
adaugat ulterior cantitatea specifica de Tween80 (mg) (2% fata de masa solutiei de
polimeri).

Amestecul se mentine sub agitare magnetica pana la omogenizarea completa si
dizolvarea tensioactivului. Separat, intr-un alt pahar Berzelius de 500 ml s-au pus 200
ml toluen in care s-a adaugat Span80 (mg) (2% fata de masa toluenului), dupa care s-a
agitat pentru omogenizarea solutiei.
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Prepararea emulsiei s-a realizat cu ajutorul ultraturaxului (6000 rpm) prin
adaugarea n picaturi a fazei apoase in faza de toluen. Amestecul a fost lasat sub
agitare 10 minute, dupa care s-a adaugat solutia de sulfat de sodiu, de
concentratie10%(w/w), si s-a mentinut agitarea inca 10 minute.

Emulsia a fost transferata rapid intr-un reactor cu fund rotund montat la un
agitator mecanic. S-a pornit agitarea (500 rpm) si s-a adaugat AG extrasa in toluen.
Sistemul a fost mentinut sub agitare inca 4/6 ore pentru definitivarea reticularii
covalente (s-a tinut cont de faptul ca PAV are nevoie de un timp mai mare pentru a
reticula cu AG).

Pentru separarea particulelor, emulsia a fost centrifugata 30 minute la 5000 rpm
dupa care a fost inlaturata faza organica. Sedimentul a fost spalat apoi cu acetona, apa
si hexan (de 3 ori pentru fiecare tip de solvent), pentru indepartarea surfactantilor, a AG
nereactionate, precum si a sulfatului de sodiu in exces. Ultima spalare a fost realizata in
hexan, un solvent foarte volatil ce permite uscarea in aer liber la temperatura camerei.

IV.2.4. Rezultate si discutii

Amestecul celor doi polimeri a fost supus mai intai unei reticulari ionice prin
intermediul sulfatului de sodiu. La aceasta reactie participa gruparile functionale de tip -
NH,, aflate sub forma ionului amoniu, apartinand chitosanului.

Reticularea ionica (Figura IV.20.) este declangata prin adaugarea unei solutii
concentrate de Na,SO, intr-o emulsie inversa de tip apa in ulei, in care raportul fazelor
a fost 1:4. In acest mod a avut loc formarea particulelor de gel ce vor fi stabilizate
ulterior prin reticulare covalenta cu AG.
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Figura 1V.20. Reacfia de reticulare ionicd a chitosanului
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Figura IV.21. Reacfia de reticulare covalenta a chitosanului

Figura 1V.22. Reactia de reticulare covalenta a poli(alcoolului vinilic)




Reactia cu AG are loc atat la gruparile aminice situate de-a lungul catenei
chitosanului, cu formarea legaturilor iminice, céat si la gruparile hidroxil ale poli(alcoolului
vinilic) cu formarea unor noi legaturi de tip acetal; reactia are loc la suprafata
particulelor de gel intrucat AG a fost extrasa in toluen, nemiscibil cu apa, si deci este
normal ca aceasta sa reactioneze preponderent la suprafata microparticulelor.

Reactiile de reticulare covalenta a celor doi polimeri sunt reprezentate schematic
in Figura IV.21. si Figura 1V.22.

Spectroscopia FTIR

Produsii de reticulare au fost analizati prin spectroscopie FTIR.

Reticularea covalenta a chitosanului este demonstrata prin prezenta benzii de
absorbtie caracteristica legaturilor iminice la 1638 cm™.

Prezenta benzii de absorbtie la 1097 cm™, caracteristica leg&turilor de tip acetal,
justifica reticularea covalenta a poli(alcoolului vinilic).

Banda de absorbtie corespunzatoare ionilor sulfat se regaseste in spectrul probei
50P50CSx1 (619 cm™) ceea ce demonstreaz4 reticularea ionica.

Caracteristici morfologice ale particulelor

Microparticulele pe baza de chitosan si poli(alcool vinilic) preparate prin dubla
reticulare au fost analizate din punct de vedere al morfologiei atat prin studii de
difractometrie laser céat si prin microscopie electronica de baleiaj, pentru determinarea
formei si a aspectului de suprafata.

Tabelul 1V.10. Valorile medii ale diametrelor particulelor preparate

Codul probelor Diametrul mediu Codul probelor Diametrul mediu
(M) (um)
10P90CSx0,5 3,970+0,251 10P90CSx1 3,216+0,279
20P80CS x0,5 3,331+0,254 20P80CS x1 2,883+0,121
30P70CS x0,5 2,894+0,252 30P70CS x1 2,328+0,273
40P60CS x0,5 2,406+0,333 40P60CS x1 1,918+0,267
50P50CS x0,5 2,325+0,317 50P50CS x1 1,7004+0,274

Pentru a evita procesele de umflare si a obtine astfel valori cat mai aproape de
cele din stare uscata, dimensiunea microparticulelor a fost analizata in acetona. Un rol
important in obtinerea unor particule sferice |-a jucat prezenta substantelor cu
proprietati tensioactive in ambele faze ale emulsiei, care au asigurat astfel o stabilizare
mai buna a picaturilor de solutie apoasa si mai tarziu a celor de gel ionic.

Valorile medii ale diametrelor particulelor scad cu cregterea cantitatii de PAV gi
implicit cu scaderea cantitatii de chitosan din amestecul initial fapt ce se poate explica
prin faptul ca reticularea ionica are loc doar la CS; scaderea cantitatii de chitosan gi
pastrarea unei aceleasi cantitati de agent de reticulare ionica creste gradul de
reticulare.

O alta observatie este aceea ca timpul de reticulare covalenta are si el o
influentd asupra diametrului mediu al particulelor; cresterea timpului de reticulare
covalenta produce o scadere a dimensiunii microparticulelor.
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Microscopia electronica de baleiaj a adus informatii suplimentare privind forma,
aspectul suprafetei si dimensiunile particulelor. In figura IV.28. sunt prezentate imaginile
de microscopie electronica de baleiaj pentru o parte din probele analizate.
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Figura 1V.28. Microscopie electronica de baleiaj pentru: 50P50CS x0,5 (A si B) si
30P70CS x1 (C si D)

Din studiile de microscopie electronica s-au obtinut urmatoarele informatii:

= Doar particulele cu timp de reticulare covalenta mai mare prezinta o forma
sferica bine definita. Efectul poate fi datorat faptului ca poli(alcoolul vinilic) prezinta
grupe functionale —OH mai putin nucleofile, si deci mai slab reactive decat cele aminice,
necesitand prin urmare durate de reactie mai mari pentru a participa in numar tot mai
mare la reactia cu aldehida glutarica;




= Particulele pe baza de CS si PAV prezinta o polidispersitate crescuta,
= Suprafata particulelor variaza de la foarte neted la rugos.

Determinarea con tinutului de azot din compozit ia microparticulelor

Poli(alcoolul vinilic) este un polimer cunoscut pentru utilizarea ca tensioactiv in
stabilizarea emulsiilor sau suspensiilor apoase de polimeri. in amestecul de polimeri
studiat, el va avea deci un dublu rol: participant la formarea retelei
interpenetrate/interconectate, dar si agent stabilizant al sistemului; ca urmare,
participarea sa la reactia de reticulare va fi limitata. Aceasta poate explica de ce in
compozitia microparticulelor se regaseste CS-ul ca polimer majoritar.

Pe de alta parte, cregterea cantitatii de PAV in amestecul de plecare (respectiv
reducerea cantitatii de CS) poate avea ca efect o mai buna stabilizare a particulelor,
respectiv. scaderea  dimensiunilor acestora (efect logic la cresterea
cantitatii/concentratiei de tensioactiv intr-o emulsie), ceea ce poate explica fenomenul
semnalat anterior, aparent contrar agteptarilor.

Un alt aspect ce trebuie mentionat este ca reticularea ionica are loc doar la
grupele aminice libere ale chitosanului ceea ce favorizeaza pastrarea acestuia in
reteaua polimerica nou-formata.

in compozitia microparticulelor s-au regésit valori ale continutului de chitosan
cuprinse intre 73,29 % si 93,23%, iar comparativ cu valorile de plecare se observa o
crestere a acestor valori o data cu cresterea cantitatii de CS in amestecul initial de
polimeri (figura IV. 29):
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Figura IV.29. Influenfa compozitiei inifiale a amestecului de polimeri asupra compozifiei
microparticulelor

Determinarea capacit atilor de umflare a microparticulelor in solu  tii apoase
cu pH diferit

Capacitatea de umflare a microparticulelor preparate a fost studiatda in doua
medii diferite: solutie tampon acetat (pH=4) si solutie tampon fosfat (pH=7,4). Cantitatea
de apa inclusa in microparticule a fost cuantificata prin difractometrie Laser, masurand
variatia diametrului mediu in timp.

Variatia diametrului mediu in timp la umflare atat in mediu acid céat si in mediu
bazic sunt prezentate in Figurile 1V.30 — IV.33.

Variatia diametrului microparticulelor pe baza de chitosan si poli(alcool vinilic) Tn
mediul acid indica scaderea acestuia o datd cu scaderea cantitatii de chitosan din
amestecul initial; acesta este, comparativ, mai mare decat in mediul bazic. Tn mediul
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acid are loc protonarea grupelor amino libere ale chitosanului conducéand astfel la
repulsii electrostatice intre lanturile polimere; o datad cu scaderea cantitatii de chitosan
scade si intensitatea acestor respingeri, ceea ce explica valorile mai mici ale diametrului
particulelor.
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Figura IV.30. Variafia diametrului mediu in
timp la umflare Tn mediu acid pentru
microparticulele obfinute cu o concentrafie
inifiald a solutiei de polimeri de 0,5%

Figura IV.31. Variafia diametrului mediu in
timp la umflare in mediu acid pentru
microparticulele obfinute cu o concentrafie
inifiald a solutiei de polimeri de 1%
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Figura IV.32. Variatia diametrului mediu in Figura IV.33. Variatia diametrului mediu in
timp la umflare in mediu bazic pentru timp la umflare in mediu bazic pentru
microparticulele obfinute cu o concentrafie microparticulele obfinute cu o concentrafie
inifiald a solutiei de polimeri de 0,5% inifiald a solufiei de polimeri de 1%

Valoarea maxima a diametrului mediu la umflare al microparticulelor in mediul
bazic creste o data cu scaderea cantitatii de CS din amestecul initial (Figura VI.32. si
Figura IV.33.) si implicit cu cresterea cantitatii de PAV. Scaderea cantitatii de chitosan
in compozitia particulelor face ca densitatea de reticulare a retelei sa& se reduca,
reducandu-se numarul puntilor de reticulare ionica.

Prezenta chitosanului Tn proportie tot mai mare in compozitia particulelor poate
avea doua efecte contrare:

= pe de o parte, creste densitatea de reticulare a retelei, reducand gradul de
umflare si diametrul particulelor




= pe de alte parte, in mediu acid produce cresterea gradului de umflare,
fenomen care nu se mai intalneste in mediul bazic.

Gradul de umflare al particulelor, atat in mediu acid céat si in mediu bazic, atinge
valoarea maxima dupa 6 ore, pentru toate probele.
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Figura IV.34. Variafia maxima a diametrului microparticulelor (D,), dupa 24h

Capacitatea particulelor de inc  arcare/eliberare a pilocarpinei
Tabelul IV.11. Cantitatea de pilocarping incércata in 100 mg particule

Codul probelor mg Pn _/100mg Codul probelor mg Pn_/lOOmg
particule particule
10P90CSx0,5 39,58 10P90CSx1 39,08
20P80CSx0,5 38,58 20P80CSx1 36,07
30P70CSx0,5 36,07 30P70CSx1 33,57
40P60CSx0,5 35,57 40P60CSx1 34,07
50P50CSx0,5 33,07 50P50CSx1 28,56
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Figura 1V.36. Curbele cinetice de eliberare a Figura IV.37. Curbele cinetice de eliberare
pilocarpinei din microparticulele obfinute cu a pilocarpinei din microparticulele obfinute
0 concentrafie inifiald a solufiei de polimeri cu o concentrafie inifiald a solufiei de

de 0,5% polimeri de 1%
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Cantitatile de pilocarpina incarcate dupa 24 ore sunt prezentate in tabelul IV.11.

Observatiile ce reies din analiza rezultatele obtinute sunt urmatoarele:

= Rezultatele obtinute in cazul eliberarii pilocarpinei se coreleaza cu cele
obtinute n cazul includerii;

= Eficienta de eliberare este cuprinsa intre 72,03 % 1in cazul probei
40P60CSx0,5 si 81,88 % in cazul probei 30P70CSx1.

Concluzii generale

= Hidrogeluri pe baza de gelatind si chitosan cu aplicatii biomedicale au fost
preparate folosind o noua metoda (reticulare covalenta urmata de reticulare ionica a
celor doi polimeri); aceasta metoda foloseste cantitati mici de glutaraldehida, cunoscuta
ca fiind un agent toxic, insa suficient cat sa asigure o buna stabilitate mecanica
hidrogelurilor ce urmeza a fi supuse reticularii ionice;

= Proprietatile de umflare, incarcare gi eliberare a hidrogelurilor pe baza de
gelatina si chitosan pot fi ugor controlate prin ajustarea parametrilor studiati;

= Testele de reologie au demonstrat ca hidrogelurile obtinute sunt rezistente,
elastice si stabile Tn timp;

= Proprietatile reologice ale hidrogelurilor analizate sunt Tmbunatatite prin
cresterea cantitatii de agent de reticulare ionic; raportul G/CS si timpul de reticulare
ionic au, de asemenea, infuenta asupra stabilitatii mecanice a hidrogelurilor;

= Toate probele au manifestat o stabilitate satisfacatoare la temperatura.

= Procedura de modelare in cazul hidrogelurilor pe baza de gelatina si chitosan
dublu reticulate cu AG/TPP a fost condusa pe baza datelor experimentale si scopul
acesteia a fost de a evalua influenta conditiilor de reactie asupra gradului de umflare si
a cantitatii de cafeina eliberate;

= Au fost propuse o retea neuronala cu un design simplu si metode simple de
stabilire a structurii retelei si s-au obtinut predictii bune cu toate modelele neuronale
considerate, cu o0 medie a erorii mai mica de 9%;

= Modelele neuronale propuse au probat o buna reprezentare a procesului de
sinteza a hidrogelurilor dublu reticulate pe baza de chitosan si gelatina dublu reticulate
cu AG/TPP.

= Lipozomii preparati au prezentat dimensiuni cuprinse intre 1,050 gi 2,407 pm,
in functie de compozitia lipidelor de plecare, cele mai mari dimensiuni le-au avut
lipozomii din PC/CHOL,

= Realizarea sistemelor complexe de tipul polimer-lipozomi-principiu activ s-a
realizat prin amestecarea suspensiei de lipozomi, purtatori de principiu activ, cu solutia
de polimeri inainte de adaugarea agentului de reticulare covalent;

= Studiile de microscopie confocala de fluorescenta indica o distributie uniforma
a lipozomilor de tip MLV in filmele pe baza de G si CS dublu reticulate;

= Calceina din lipozomii de tip MLV a fost eliberata in cantitate mai mica din
hidrogelurile reticulate cu AG/TPP comparativ cu cantitatea eliberata din hidrogelurile
reticulate cu AG/NaySOy;

= Capacitatea de eliberare depinde si de compozitia lipozomi utilizati. Astfel, s-a
inregistrat o cantitatea mai mare de calceina eliberata din lipozomii pe baza de PC fata
de lipozomii pe baza de PC/CHOL




= Parametrul de integritate lipozomala este minim pentru filmele pe dublu
reticulate cu AG/TPP, demonstrand astfel ca eliberarea calceinei se realizeaza prin
difuzie dupa ce lipozomii s-au destabilizat n interiorul hidrogelului;

= Se poate afirma, deci, ca sistemele complexe studiate elibereaza principiul
activ hidrofil printr-un mecanism combinat: pe de o parte calceina este eliberata datorita
destabilizarii lipozomilor in mediul exterior filmului si, pe de alta parte datorita
destabilizarii lor Tn interiorul filmelor dupa care aceasta se elibereaza prin difuzie din film
in supernatant.

= Au fost preparate micro gi nanoparticule pe baza de G si CS prin reactii de
reticulare ionica cu NaxSO,4 urmata de reticulare covalentd cu AG. Procedeul a constat
in reticularea Tn emulsie inversa a solutiilor celor doi polimeri;

= Studiile de spectroscopie FTIR au demonstrat prezenta celor doi polimeri in
microparticulele analizate, precum si a celor doua tipuri de reticulari;

= Particulele au prezentat dimensiuni cuprinse intre 0,527 pm si 0,897 pm;

= Particulele nu prezinta o forma sferica bine definita si formeaza aglomerate,
care se redisperseaza insa relativ usor in medii apoase, prin agitare mecanica sau
ultrasonare;

= Capacitatea de interactie cu solutile apoase a fost determinatd prin
masurarea diametrului mediu al particulelor imersate in solutii cu pH acid si bazic.
Particulele s-au dovedit sensibile atat la pH acid cat si la pH bazic;

= Gelatina influenteaza variatia in diametru a particulelor, determinand cresterea
acestuia, datorita hidrofiliei pe care o imprima materialului;

= Parametrii procesului nu influenteaza semnificativ dimensiunea si
polidispersitatea particulelor, probabil si datorita utilizarii unui exces mare de anioni
sulfat, care mascheaza influenta altor factori.

= Particulele se comporta similar atat la incarcarea cat si la eliberarea CHL;

= Testele de biodistributie au dovedit ca particulele marcate cu fluoresceina au
capacitatea de a ajunge la organele studiate; organele care ar putea fi folosite ca
organe tinta pentru microparticule sunt creierul, cordul si ficatul.

= Calea de admnistrare optima pentru microparticule raméne, pentru majoritatea
organelor, calea intravenoasa.

= Au fost preparate microparticule pe baza de CS si PAV prin dubla reticulare
(ionica gi covalenta) Tn emulsie inversa a solutiilor celor doi polimeri;

= Particulele au prezentat dimensiuni cuprinse intre 1,70 pm si 3,97 pm;

= Particulele prezinta o forma sferica bine definita dar formeaza si aglomerate,
care se redisperseaza insa relativ ugsor in medii apoase, prin agitare mecanica sau
ultrasonare;

= Capacitatea de umflare in solutii apoase cu diferite pH-uri a fost evaluata prin
masurarea variatiei diametrului mediu in timp. Particulele s-au dovedit a fi sensibile atat
la pH acid cét si la pH bazic;

= Cantitatea de chitosan din amestecul initial de polimeri influenteaza variatia in
diametru la umflare a particulelor atat in mediul acid céat si in mediul bazic;

= Particulele se comporta similar atat la incarcarea cat si la eliberarea
pilocarpinei.
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