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Introducere

n ultimii 35 de ani, dezvoltarea nanotehnologiei a deschis cateva perspectivestiinidn
medicala in special in domeniul elib@t de medicamente. Termenul de "nanotehnologie" a fost tot
mai mult folosit pentru a descrie procesele tehnologiceehnicile analitice pentru materialele
situate n intervalul ,ultrafin” de ordinul milionimii de milimetru. Nanotehnologia cuprinde
conceptelesi "know-how-ul" care impli@ fabricarea, prelucrareai aplicarea de structuri,
dispozitivesi sisteme, prin controlul formei marimii la scai nanometri&, si reprezintauna din
tehnologiile cheie pentru dezvoltarea de noi materiale [1].

Nanomedicina poate fi definitica aplicarea nanotehnologiei pentru preveniga
tratamentul unor boli, precusi pentru scopuri de diagnostic. In acest context, dezvoltarea a diferite
tipuri de nanodispozitive ,medicament-transportator” Dfeoi strategii pentru eliberaremtita de
medicamente minimizand efectele secundatexicitatea asociatgonsumului de medicamente pe
scat largi pentru a trata organele sau celulele [2].

Progresele in domeniul nanotehnologieinanomedicinei au marcat aparitia mai multor
nanomateriale inovative, care sunt concepute pentru a tevaudomeniul elibérii de
medicamente, care asti@at o atefie deosebit din partea oamenilor dgiinta, specialigilor Tn
industriesi medicilor [3]. Eliberarea de medicamente peabde transportori reprezinta abordare
alternativd pentru a Tmbuitati biodisponibilitatea medicamentelor. Un sistem ideal de eliberare de
medicamente dispune de doelemente esgiale si anume: capacitatea detiati si de a controla
eliberarea de subst@nactive.Tintirea va asigura eficigh crescutaa medicamentului va reduce
efectele secundare, mai ales atunci cand este vorba despre medicamentele care se piesupune c
distrug celulele canceroase.

Este recunoscut faptub @tat valoarea intrinséa unei molecule active céit sistemul de
eliberare sunt cruciale pentru a realizapunsurile farmacologice dorite. Administrarea unor noi
molecule de medicament este puternic limitaprofilele lor biofarmaceutice inadecvate. in plus,
uneori este dificil de sintetizat noi medicamente cu propriel&t permeabilitatesi stabilitate
adecvata In acest caz, medicamentul este incapab#jengi la compartimentul biologic potrivit.
Pornind de la acest neajuns, dezvoltarea unor sisteme de eliberare corespunzatoare gentru ace
compui ar fi un pas inainte pentru exploatarea lor clinic

Micro/nanocapsulele au g&at o atefie considerabilain dezvoltareasi cercetarea
sistemelor de eliberare de medicamente dat@wantajelor majore pe care le prezinficeste
sisteme devin din ce in ce mai atractive in industria farmadeuditorita dimensiunilor lor mici
care permit o administrare parenterdiia a trece prin sistemul digestiv), o mai Butireaionaresi
o suprafgi mai mare de absaib la membranele celulare [4].



Scopul cercetii noastre a constat in realizarea de noi biomateriale (ngiananocapsule)
apte 4 devima suporturi pentru incapsulargieeliberarea controlata unor principii biologic active,
care 4 ofere o soltie la problemele actuale din domeniul farmacologjienedicinei.

Teza de doctorat intitulat@Sisteme sub fornd de capsule pe bazde polimeri naturali si
copolimeri ai anhidridelor ciclice pentru Tncapsularea de principii biologic activea fost
structuratain dou parti: prima parte, corespunzatoare primului capitol, cuprinde studiul bibliografic
iar a doua parte raporteazzultatele proprii ofinute care sunt dezvoltate in alte patru capitole.

in primul capitol este prezentat un studiu amplu de literaton privire la stadiul actual in
domeniul micro/nanocapsulelor polimere. Se discule nguni introductive, principalele metode
de preparare ale micro/nanocapsulelor, metodele de caracterizanmeare&si eliberarea de
medicamente precugnaplicaiile biomedicale ale nanocapsulelor polimere.

Al doilea capitol reca materialele utilizate, tehnicile de sinieg metodele de analizsi
caracterizare ale nanocapsulelofimine.

Al treilea capitol trateaz oltinerea si caracterizarea unor nanocapsule peabde
poli(acetat de vinialt-anhidrich maleic) si gelatira printr-un procedeu de condensare interfaciala
Aceste nanocapsule oferavantaje importante In ceea ce priveste simplitatea p@repar
posibilitatea ajustii morfologiei si propriettilor lor (in termeni de diametru, capacitate de umflare,
etc.) In funge de aplicdile dorite. Diametrul nanocapsulelor este infliggnde raportul dintre
polimeri, concentnga soluiei de polimerisi raportul dintre cele daufaze.

in capitolul IV se prezintipreparareasi caracterizarea de nanocapsule pe baza unui
copolimer sintetic, [poli(acetat de viralt-anhidrichi maleic)] si a unui polimer natural (chitosan)
utilizand metoda de condensare interfacidliptimizarea formukilor de nanocapsule a fost
evaluad studiind influema diferitilor parametri dupcum urmea raportul dintre cei doi polimeri,
raportul dintre soltia organid@ si cea apoas cantitatea de surfactagittimpul de reage. Testeldn
vivo realizate au demonstrat nanocapsulele Tdcate cu ibuprofen au prezentat un efect intarziat
n inhibarea durerii perifericg un efect sugnut n inhibarea durerii de la nivel central.

Capitolul V constain obtinereasi caracterizarea unui sistem de nanocapsule p& daz
poli(N-vinilpirolidona-alt-anhidridi itaconi@) si chitosan utilizadnd metoda de condensare
interfaciala Sistemele ofinute au fost caracterizate din mai multe puncte de vedere.

Teza se incheie cu concluziile generale ale acestui siudita bibliografiG consultata
Teza de doctorat se extinde pe 154 pagjioontine 89 figuri, 25 tabele, 10 scheme de tieag 236
referine bibliografice.



REZULTATE PROPRII

Capitolul 3. Sintezasi caracterizarea unor nanocapsule pe baizde poli
(acetat de vini-alt-anhidrid a maleicd) si gelatina

Formarea nanocapsulelor se realizeprn difuzia celor doi polimeri, dizolyain faze
diferite, ctre interfaia, unde are loc re@a ciclurilor anhidridice ale copolimerului cu grup:
aminice laterale (sau chiar finale) ale gelatinei. In acest moobtine o re¢ea prin formarea
legaturilor de tip amidic intre cei doi polimeri, produsul rezultat, sub foten membra®y avand ur
pronurat caracter de hidrogel ddtind hidrofilia ridicataa celor doi parteneri de res

Deschiderea ciclului anhidric de @tre gruparea amini¢c mai reactid, este in& concuratz
de reaga de hirdoliz ce se produce, de asemenea la contactul fazelor, conducand la formr
grupe carboxilice. Chiar dacaceastareagie nu este totalaea se deéwarseste ing in faza e
separaresi purificare a nanocapsulelor care presupune utilizarea apei alternativ cu altitis
organici. Este de presupus, Tn consgginca in structura nglei ce constituie membral
nanocapsulei nu mai exstdicluri anhidridice, ci doar grdpi carboxilice. Rea¢ia globala
conducand la structura membranei poate fi schematz#fil

Figura 36. llustrarea schemditia reagei de condensare a gelatinei cu poli (AVAMhidroliza
ciclurilor anhidridice
Programul experimental a inclus sinte: 16 tipuri de nanocapsule in diferite cctii de reade
fiind prezentat in Tabelul 4.



Tabel 4. Programul experimentglcodificarea probelor sintetizate in diferite conidiy

Codul probelor Raportul molar Poli(AVAM) Gelatina Span | Tween Raportul
(moli AVAM /moli (%) tip B 80 80 Acetoni : Apa
NH, libere din (%) (%) (%) (VIv)
gelatina)
AVAM -G-1 22.67/1 0.075 1:4
AVAM -G-2 17.1/1 0.1 2 2
AVAM -G-3 13.6/1 03 0.125
AVAM -G-4 11.33/1 0.15
AVAM -G-5 22.67/1 0.125 1:4
AVAM -G-6 17.1/1 0.15 2 2
AVAM -G-7 13.6/1 0.5 0.2
AVAM -G-8 11.33/1 0.25
AVAM -G-9 22.67/1 0.1875 1:4
AVAM -G-10 17.1/1 0.25 2 2
AVAM -G-11 13.6/1 0.75 0.31
AVAM -G-12 11.33/1 0.375
AVAM -G-13 22.67/1 0.125 3 3 1:4
AVAM -G-14 22.67/1 0.125 2 2 1:3
AVAM -G-15 22.67/1 0.5 0.125 2 2 1:5
AVAM -G-16 22.67/1 0.125 2 2 1:8

3.1 Caracterizarea structurak

Spectroscopia in infraga (FTIR) a confirmat producerea rgac dintre grugrile
anhidridice ale AVAMsi gruparile fungionale aminice din gelatiip prin formarea grugilor
amidice.

AVAM prezinta banda de absaiib specifi@ grupirilor de anhidrid la aproximativ 1731
cm*[210].

In cazul gelatinei, peakul situat la aproximativ 1541 crorespunde benzii amidice i
grupirilor aminice libere, in timp ce peakuisit la 1643 crit este atribuit benzii amidice Il [211].

Benzile de absotfe situate in jurul valorii de 1537 ¢hnbanda amial Il este asociatiu
vibratia de intindere a gruipii N-H) si 1655 cni* (banda amial I, care este asociatu vibraia de
intindere a grufirii —C=0) sunt atribuite legurilor de tip amid, care sunt mult mai intense decét
cele prezente in gelatin

Peakul de la 1742 chcorespunde benzii de abstieb specifice grujri C=0 din gruparea
carboxilica sugerand & toate gruprile de anhidrid au participat fie la regi@ de condensare cu
gruparea amini; fie la hidroliz.



3.2 Caracterizarea morfologia

Caracteristicile morfologice ale nanocapsulelor peabde poli(AVAM) si G au fost
evidentiate atat prin difuzia dinana a luminii catsi prin microscopie electrora de baleiaj,
microscopie electronicde transmisiesi microscopie de fai atomic. Potetialul zeta a pus n
evidena stabilitatea suspensiilor de nanocapsule Th mediu

3.2.1 Diametrul mediu al nanocapsulelc
Diametrul mediu al nanocapsulelor este cuprins intresiZ2®0 nm (Tabelul 53i depinde d
mai muli parametri:
@ raportul dintre polime;
@ raportul intre cele daufaze
@ cantitatea de tensioact
in figura 38 sunt redate curbele de disttie granulometriz a gantioanelor analizate. ¢
poate observaiddistribuia granulometrig a nanocasulelor prezintgpentru majoritatea probelor |
caracter mononodaktu excepti probei de nanocapsule AVAM-G-4 cirei curld de distribtie
dimensionalfrezintacaracter tnodal.

Size Distribution by Volume

—a— AVAMG-1
—k— AVAM-G-2
—a— AVAM-G-3

100 . 1000
Size (nm)

Figura 38. Curbele de distritie dimensionalfpentru nanocapsulele tifute cu o concenttie a
poli (AVAM) de 0,3%

Este evident, de asemenead@ametrul nanocapsulelor gte odaticu craterea cantitii de
gelatii (Figura 41). Acest efect poate avea urmatoarea egpliddlacromolecula de gelati
prerzintaun nunar redus de grupa-aminice libere, spre deosebire de poli (AVAM) caretoenun
ciclu anhidridic la fiecare unitate structuraBste deci greu de presupus a macromolecudl de
copolimer va reamna doar cu o macromolea de gelatii, formand deci un nnostrat
(membra#) foarte subre.

Cresterea cantitdt de G in raport cu poli (AVAM) va favoriza, Th consgdinreagia unei
macromolecule de copolimer cu tot mai multe macromolecule de g¢¢ fie prin gruparea aminic
laterak, fie prin cea de cdf, ceea ce va avea ca efectstgeea grosimii stratului de tea
interconectatintercuplai formatj si in consecita a diametrului nanocapsul



Figura 41. Variga diametrului mediu in funie de concentta de gelatia in solyia initiala

3.2.2Potenrialul zeta

Potenialul zeta al nanocapsulelor a fostisurat in soltii cu valori diferite ale pl-ului, Tn
scopul de a investiga stabilitatsuspensiilor lor apoase. &tucrat in soltie de electrolit (KCI'
pentru a determina comportamentul caglor intr-un mediu cu e ionici constart.

O prima constatare ©st aceea ca lucrand in pH apalticulele au o tendii mai ridicata
de aglomerare, reflectati prin valoarea mai redasa potentialului zeta. In mediu slab alca
tendina de aglorarare se reduce, consggia faptului @ se formeaz anionii carboxilat pe sean
gruparilor carboxilice (de caji sau substitugnexisterti fie Tn gelatira, fie produse prin deschider
ciclului anhidridic), astfel £ intre particulele cuincircare negata se vor exercita foe de
respingere mai mari decéat in mediu acid. Tn congeciuspensia de nanocapsule este mai &t
iar tendina de aglomerare se redu212].

Dupa cum am prezentat anterior, condensarea celor doi polimeri este inevitatita de
hidroliza ciclurilor anhidridice nereionate cu gelatina. Prin rggcciclului anhidridic cu gelatin
se formeaZ o nou grupare carboxili; prin hidroliza ciclului anhidridic se formeazoui grupiri
carboxilice. Aparent, cu cat retioneaz mai multa gelatirh cu copolimerul, cu atat trebuié apaé
mai puine grupri carboxilice decéat dacciclurile anhidridice ar fi hidrolizat. Tn realitate #:
gelatina aduce la feaua formatamai multe grupe carboxilice, intre care una deatcapaltele
provenind din acizii monoamirdicarboxilici constitueti (a-amino glutaric sau asparag

Ca urmare, nusmul grupelor carboxilice existente inteaua formatacreste odata cu
cresterea cantitdi de gelatira reactionat. Este deci logic ca potentialueta sa creagcodat cu
reducerea raportului masic poli (AVAM)/G (g/g), fapt ce se consiatgeneral, experimental, in
cazul nostru, atat in mediu acid ¢éin mediu bazic (Tabelul ¢
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Tabelul 6 Rezultatele potgaiului zeta

Codul probelor Potertialul zeta
(mV)
pH=3 pH=7.£ 1 mM KCI

AVAM -G-1 -13.¢ -15.¢ -12.¢
AVAM -G-2 -16.1 -14.¢ -14.5
AVAM -G-3 -17.4 -18.4 -16.7
AVAM -G-4 -17.7 -18.¢ -14.€
AVAM -G-5 -12.4 -16 -12.€
AVAM -G-6 -13.4 -16.5 -26.%
AVAM -G-7 -15.7 -18 -27.1
AVAM -G-8 -18 -19.2 -28.¢
AVAM -G-9 -19.2 -16.€ -17.5
AVAM -G-10 -12.2 -14.% -18.1
AVAM -G-11 -17.2 -19.5 -21.¢
AVAM -G-12 -18 -18.7 -24.7
AVAM -G-13 -16.4 -19.5 -28.¢
AVAM -G-14 -17.€ -14.2 -29.%
AVAM -G-15 -19.4 -20.4 -28.€
AVAM -G-16 -15.4 -15.¢ -20.¢

3.2.4 Microscopia electronid de baleiaj (SEM)
Capsulele sintetizate sunt aproximativ sferice, dar prezertdina de aglomerare atunci
cand sunt analizate in stare de pulbergjrautg si de valorile potefialului zeta. (Figura 42.A).

Figura 42. Microscopia electroide baleiaj (SEMpentru proba AVAM-G-1 analizat®) in stare
de pulbere, B) in acetén
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Cand nanocapsulele sunt analizate din adesenobsery¥ o mai bui individualizare a lor (Figura
42.B). Diametrul nanocapsulelor prezinglori in domeniul sutelor de nanometri, inh concotilan
rezultatele obnute prin DLS.

3.2.5 Microscopia electronié@ de transmisie (TEM)
Microscopia electronicde transmisie redaff Figura 43 ne-a adus infortiiauplimentare

n ceea ce priwte formasi dimensiunile nanocapsulelor. Din imaginea TEM pentru proba AVAM-
G-1 putem trage uraitoarele concluzii:

@ nanocapsulele prezintarma sferic;

@ diametrul capsulelor analizate este de aproximativ 70 nm.
In cazul probei AVAM-G-1 cu distritie binodala particula surprings in campul vizual al
microscopului electronic face parte din popalacu diametru mai redus (valoarea medie a
diametrului este de 67 nm conform Figurii 38).
Aceste rezultate sunt in concor¢iacu analizele DLSi SEM prezentate anterior.

x70.0k Zoom-1HC-1 100.0kV 2012/04/11 11-26:5

Figura 43. Microscopia electrofdide transmisie (TEM) pentru proba AVAM-G-1

3.2.6 Imagistica AFM

Analiza AFM (Figura 44) a fost efectugp@ntru o caracterizare mai complei punct de
vedere morfologigi dimensional, a nanocapsulelor.

Este evident & forma particulelor este destul de neregylatlidispersitatea dimensionala
este ridicata(se confirnd caracterul binodal al curbei de distriieudimensionalapentru proba
AVAM-G-1, observandu-se daupopulaii de particule). Forma neregulatdste determinat
probabil de prezea agregatelor.
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Comparand diametrul nanocapsulelarsorat din imaginile AFM cu cel oinut prin difuzie
dinamia a luminii, respectiv cu cel dedus din imaginile SEM, se canhsfatrezultatele sur

concordante.

Figura 44. Imaginea AFM a probei AVAIG-1

3.2.7 Determinarea cofinutului de azot din nanocapsul

Din Figura 45 se poate obsenmaproape toatgelatina care a intrat in re¢ie se regseste
in compozitia finad a nanocapsulelor. O albbservtie importani este aceeaamdat cu creterea
concentrdei de gelatii din amestecul de polimeri ste si continutul de azot(evident,si de

proteiri) care se reggeste in capsule

64 63.4

% G Tn nanocapsule

66,7
% G n amestecul itial

Figura 45. Influeta concentrgei de gelatia in amestecul ifial de polimeri asupra compozi
nanocapsulelor
13



3.3 Proprietitile termice ale nanocapsulelor
3.3.1 Analiza termogravimetrici (TGA)

Gelatina de tip B preziait trei etape de pierdere de rak prima etap a fost observato
pierdere de masde 10,5% la aproximativ ?Z, care este datoteliminirii apei libere din
gelatini. A doua treapitde pierdere de masle pa# la 46% are loc in jurul temperaturii de 828
si este atribuit scindirii termice a legturii peptidice din laful de gelatigi [213]. Ultima etap de
degradare are loc la temperatura de’893unde se inregistreagi cea mai mare pierdere de mas
de aproximativ 41,4%, aceasta este daiatagradrii termice a scheletului de hidrocarbur

Poli (AVAM) prezinta patru etape de pierdere de thaBrima treagt de circa 2,5% din
greutatea iniali a fost observat la aproximativ de 4% si este atribut deshidratrii
copolimerului. A doua etdpde pierdere de masde 9% care are loc la aproximativ $62
corespunde elimirii gruparilor acetat, &ra descompunerea uajior de anhidrid maleica. O
pierdere de massemnificatii (47%) a poli (AVAM) are loc la temperatura de 222 Aceast
pierdere de maspoate fi atribuii scindirii asteptate a inelelor anhidridice din uhite de anhidrid
maleic (producand mari candif de acid acetic, dioxid de carbgihmonoxid de carbon) [214, 215].
Copolimerul prezirt o degradare compteta aproximativ 526C, unde pierderea de niasste
semnificativi, respectiv de 41%.

In cazul AVAM-G-7, au fost observate patru etape de descompunere. Pierdereaide mas
(8%), de la aproximativ € este atribuit iesirii apei libere din sistem. A doua treagte pierdere
de mas (20%), care are loc n jurul temperaturii de % 8se datoredzeliminarii grupelor acetai,
de asemenea, apei care &sege in interiorul capsulelor. Pierderea de finesa mai importatitde
aproximativ 42.2% a fost inregistida temperatura de 333, care se datoreascindirii termice a
legaturilor peptidice din gelatin Tn ultima etap s-a observat ca proba AVAM-G-7 se degradeaz
complet ramanand aproapeif rezidu n jurul temperaturii de 51Z, cu o pierdere de masle
aproximativ 28.3%. Este de remarcat faptalreieaua nou formatprezink o burd stabilitate
termic.

3.3.2 Calorimetria cu scanare diferetiala (DSC)

Caracterizarea termiica probelor otinute a fost completatde calorimetria de baleigj
(DSC).

Gelatina prezirit 0 endoterra cu un maxim in jurul temperaturii de 113°8H = 212.1 J/g),
si poate fi atribuid devitrifierii blocurilor bogate Trm-amino acizi din lagul polipeptidic [216]. Al
doilea peak endotermic seésgste in jurul valorii de 228°CAH = 10.89 J/g)si corespunde cu
temperatura de topire (J a gelatinei. Aceste rezultate sunt in acord cu cedéegin literatura de
specialitate [217, 218].
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in cazul poli (AVAM), termograma prezinta tranziie n jurul temperaturii de 75°C care
poate fi dat de tranzia sticload (Tg) a copolimerului. Un prim peak endotermic situat la 178° C
(AH =112.6 J / g) corespunde elir@imn grupelor acetat.

in final, proba de nanocapsule AVAM-G-7 prezinti peak endotermic larg n jurul valorii
de 95°C AH = 118.9 J/g), care poate fi atribuit evaporapei libere absorbite Tn timpul manigtil
esantionului. Al doilea peak endotermic, mai protaineste situat la aproximativ 10 (AH =
107.9 J/g)si corespunde elimirii grupelor acetat. Acest comportament este in concgrdan
rezultatele analizei termogravimetrice.

3.4 Comportamentul la umflare al nanocapsulelor in solti apoase

Studiul compodirii in dispersie apoasa nanocapsulelor s-a impus @déind poteniala lor
utilizare fie ca puttori de medicamente (cand lucrédm medii apoase fiziologice) fie de biocide
destinate vopselelor anti-fouling (cand lucteaz mediu apos salin).

In Figura 49 sunt reprezentate rezultatele studiului cineticii de umflare a nanocapsulelor n
soluie de tampon fosfat (pH = 7,4). Se poate obselveate probele preziito umflare rapid,
care este cauzatde pitrunderea brusca apei Tn membrana polinderprecumsi Tn interiorul
capsulelor, urméatde o umflare mai leatpari la aproximativ 7 ore, ddpcare se instaleazin
echilibru.

Figura 49. Cinetica de umflare a nanocapsulelganate la o concentte a poli (AVAM) de 0,5%

lonii din mediu alcalin au un efect important asupra comportamentului animfl
nanocapsulelor, respectiv a membranei acestora.a@eugarboxilice, care sunt formate prin
deschiderea ciclului anhidridic sunt ionizagerepulsiile electrostatice dintre grinde carboxilat
determird cresterea gradului de umflare. Acest comportament este in con¢brdatu rezultate

gasite n literatura de specialitate [219].
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Gradul de umflare al nanocapsulelor se coastati in intervalul de 1900-3230% este
puternic influemat de dimensiunea capsulelor (Figura 51); se poate obsemy@dul de umflare
scade cu cggerea diametrului nanocapsulelor. Pe de jgéditte, raportul molar dintre polimeri jaac
un rol important in procesul de umflare. Rezultatele prezentate in Figura S2faptid G gradul
de umflare scade odiatu sé@derea raportului molar dintre poli (AVAM) gelatira.

Anterior s-a aitat é diametrul nanocapsulelor gte cu séderea raportului dintre polimeri
(respectiv crgterea cantiifii de gelatid), deci rezultatele prezentate mai sus sunt in concardan
Explicgia acestui efect este urmatoarea: @Zlapm s-a mai precizat anterior, ge¥ea cantiiii de
gelatim in sistemul de resie conduce la legarea unor cantitipt mai mari de protein la
copolimerul sintetic.

Figura 51. Gradul de umflare duf4 de ore intr-o sofie de tampon fosfat (pH = 7,4) in fuiecde
diametrul mediu

Figura 52. Gradul de umflare dup4 de ore intr-o sofi¢ de tampon fosfat (pH = 7,4) in fuiecde
raportul molar dintre cei doi polimeri

16



Peretele membranei nanocapsulei devine, in consetit mai gros (ceea ce exg@igi
cresterea diametrului particulelor cu acest parametru) ca urmare, elasticitatea membranei scade.
Acest fenomen are urmatoarele efecte:

@ difuzia apei prin membrana poliniese reduce semnificativ;
@ capacitatea nanocapsulei de a include caintitari de ap se reduce.

Cele doa efecte, cumulate, duc la reducerea gradului global de umflare a capsulelor, chiar
daa Tn membrana polimérse acumuledz tot mai multe grufri carboxilice aduse de protéin

3.5 Evaluarea biodegradabilifitii nanocapsulelor sub agunea enzimelor

Se consider ca eficienta de degradare este de 100% la gelatinadlibare furnizeax cea
mai mare concentti@ de grugri aminice primare (¢) okinute prin hidroliza enzimaticdupa 29 de
ore. Eficiena degradrii la durate inferioare ale procesului (pentru gelatina)psta exprimat ca
procent al grupelor -NHformate prin degradare la anumite intervale de tingp da G in grupe
aminice. Pentru fiecare din probele de nanocapsule analizate s-a determinat genosstiag de
grupe -NH datorate numai degradi gelatinei iar eficiera de degradare a capsulelor s-a exprimat
ca procent al grupelor -NHtiou formate la durate inferioargdade acest £

Luand in considerare cantitateatiglia de gelatiéi din nanocapsule a fost demonstrat faptul
ca practic toata gelatindin componeta lor a fost degradafigura 53.
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o —i-AVAM-G-11
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Figura 53. Evoltia in timp a degragii enzimatice a gelatingi a unor nanocapsule
Din studiul de degradare enzimatie nanocapsulelor pe @ade poli (AVAM) si G, precum

si a proteinei libere se poate observagelatina put se degradedzn totalitate dup aproximativ 29
de ore in timp ce nanocapsulele ating pragul maxim de degradai€32ldp ore (Figura 54).
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Figura 54. Eficieta de degradare a gelatinei din capsutén gelatina put

3.6 Studii de inarcare a nanocapsulelor cu Penicilina G

Eficienta de incapsulare a PG in nanocapsuté (fa PG existestin soldia initiala, din care
s-a ficut ncrcarea) se situeaantre 33%si 59%. Nu putem corela aceste rezultate cu gradul de
umflare ale nanocapsulelor deoareceiiicarea a fost realizain condiii diferite. Cantitatea de PG
Tncircat Tn nanocapsule gt odai cu crgterea concentteei de gelatiti din amestecul imial de
polimeri. Din Tabelul 11 se poate observa ranocapsulele prezinto capacitate crescutde
incircare a medicamentului (raportul masic medicament/nanocapsule este mai mare decat 1, cu
excepia probei AVAM-G-5), ceea ce constituie un avantaj major al acestui tip de capsule,
demonstrand indireci@acestea sunt goale.

Tabelul 11 Rezultatele privind efickarde incapsulare a PG Tn nanocapsule

Codul probelor Cantitatea de PG Eficienta de
incarcata in Tncapsulare
nanocapsule (g/g) (%)
AVAM -G-5 0,82t 33
AVAM --G-6 1,02t 41
AVAM --G-7 1,47¢ 59
AVAM --G-8 1,32¢ 53

3.7 Studii de eliberarein vitro a Penicilinei G
Curbele de eliberare a PG din nanocapsule in diferite medii apoase (plsi pH.2 3) sunt
prezentate in Figura 55. Eliberarea PG din nanocapsule este cérdejatocesul de difuzie prin
membrana polimér Rezultatele privind eliberarea PG sunt in concaidan comportamentul
observat la umflare in cazul mediului alcalin.
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Rezultatele aratca eficiena de eliberare a PG in mediu alcalin este intre §488%, in
timp ce Tn mediu acid seiggste intre 51%i 90%.

Figura 55. Profilele de eliberair vitro ale PG din nanocapsule in: A- Sidude tampon fosfat (pH
= 7,4), B- soltie de tampon citrat (pH = 3)

Este evidentxraportul molar dintre cei doi polimeri (care deteringnosimea membrangi
densitatea ttelei polimere), are un rol important in ceea ce pteveliberarea PG din nanocapsule.
O alta observge este aceeaidn primele ore are loc o eliberare rapid PG din nanocapsule
(,burst” effect) si apoi o eliberare leatpara la echilibru. Acest comportament poate fi datorat
medicamentului adsorbit la suprggananocapsulelor, care se elibe#eaai rapid [220].

3.8 Teste de toxicitate

Pentru prepararea nanocapsulelor au fost uiikizaerie de agentensioactivi (Tween 86i
Span 80) care prezintoxicitate pentru organism. In scopul de airmb materiale cu o toxicitate cat
mai scazut si care 4 poat fi folosite pentru aplicé medicale, nanocapsulele au fost supuse unor
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purificari stricte pentru a indépa orice urni de agent tensioactiv. Doza letaifost determinat
prin metoda Speerman Karber.

in urma acestui studiu s-a constatatvaloarea dozei letale medii a nanocapsulelor este de
aproximativ3850 mg/kg corp Conform claselor de de toxicitate HodgeSterner nanocapsulele
sintetizate se Tncadreain clasa de toxicitate &uti ceea ce le face apte pentru apiicaedicale.

3.9 Concluzii
+ In acest studiu a fost investigaprepararea unor nanocapsule polimere pe lokez poli
(acetat de vinil alt- anhidridi malei@) si gelatimi printr-o metod de condensare
interfaciak;
+ Analiza FTIR a confirmat formarea noilor gri de tip amidic care are loc prin deschiderea
ciclului anhidridic din copolimer sub aagnea grugprilor NH, din gelatira;
Analiza dimensionala evidemfiat ci diametrul capsulelor a variat intre 200760 nm;
+ Nanocapsulele oféravantaje importante, cum ar fi; simplitatea de prepagiacdtinerea
unor dimensiuni medii situate Th domeniul nanometric care le face potrivite pentruiiéplica
medicale;
Nanocapsulele prezinhb bura stabilitate termig;
+ Studiile de biodegradare au demonstiaaproape todtgelatina din componega capsulelor
a fost degradat
+ Acest sistem a demonstrat o excelergpacitate de umflare, care permite incapsularea unor
cantititi crescute de medicameyito vitezi buri de eliberare,
+ Nanocapsulele prezinb toxicitate scaztit

=

=

Capitolul 4. Sintezasi caracterizarea unor nanocapsule pe baizde poli

(acetat de vinil-alt-anhidrid a maleicd) si chitosan

Nanocapsulele au gégat o ategie considerabil in cercetareai dezvoltarea de sisteme de
eliberare controlat datorit avantajelor lor semnificative: pot Tmbitii eficacitateasi reduce
toxicitatea medicamentelor, pot Tncapsula medicamente cu o eficiesscui, pot juca un rol Tn
absorlpa, metabolizareasi eliminarea de medicamente [221,222]. Avand in vedere aceste
considerente, scopul acestui studiu a fost de a realiza noi nanocapsulé dewénis suporturi
pentru Thcapsulareg eliberarea controlata unor principii biologic active, caré sfere o solgie la
problemele actuale din domeniul farmacologienedicinei.

in acest sens, s-a elaborat un sistem de nanocapsule pe baza unui polimer natural (chitosan)
si @ unui polimer sintetic poli (acetat de viait-anhidrich malei@) - [poli (AVAM)], prin metoda
de condensare interfacial
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Optimizarea formdlrilor de nanocapsule a fost evaluastudiind influema diferitelor
variabile: raportul dintre cei doi polimeri, raportul dintre s@l@apoas si cea organig, cantitatea de
agent tensioactiyi timpul de reage.

Reagia care conduce la formarea membranei polimere poate fi fodmadh figura de mai
jos:

Figura 57. llustrarea schemdiia reagei de condensare interfacia chitosanului cu poli(AVAM)
si structura final a membranei polimere

Programul experimental care a fost urmat in prepararea nanocapsulelor este redat in Tabelul
13 (pg. 26)si conine, pe lang parametrii consideta ca putand influefa caracteristicile
nanocapsulelogi codurile probelor sintetizate.

4.1 Caracterizarea structurah

Spectrele FTIR confirthproducerea redei dintre grugrile anhidridice ale poli (AVAMXi
gruparile aminice ale chitosanului prin formarea noilor gmupe tip amid.

in spectrul FTIR al poli (AVAM), banda de absgebde la 1732 cih corespunde vibrei
de intindere a grupii -C = O din grugrile anhidridice [207].

Chitosanul prezirit banda caracteristica grugrii carbonilice (C = O-) la 1658 chsi a
grupelor aminice libere (-NH2) la 1600 ¢rf225,226].
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Nanocapsulele prezinto band de absortie la 1623 crit, care corespunde I&grilor
carbonilice din grujrile amidice nou formatei peak-ul de absotie de la 1575 cih este atribuit
grupirii -NH. Tn plus, peak-ul de la 1731 ¢hrorespunde benzii de abstebspecifice grujrii -C
= O din gruparea carboxili¢ sugerand £toate gruprile anhidridice au participat fie la ragcde
condensare, fie la hidrokiz

Tabelul 13 Programul experimentalcodificarea probelor sintetizate

Codul probei Raportul molar Concentrga | Concentrga | Span | Tween| Soluiade | Timpul
(moli de NH libere de de 80 80 poli(AVAM) de
din chitosan poli(AVAM) Chitosanin | (%) (%) /Soluia de reagie
/moli (AVAM ) n acetoa am Chitosan (ore)
(%) (%) (VIv)
AVAM-CS - 1 1/1.44 0.05
AVAM - CS -2 1/1 0.075
AVAM - CS -3 1/0.72 03 0.125 2 2 1.4 3
AVAM - CS -4 1/0.48 0.15
AVAM - CS -5 1/0.41 0.175
AVAM - CS -6 1/1.44 0.083
AVAM - CS -7 1/1 0.125
AVAM - CS -8 1/0.72 05 0.166 5 5 14 3
AVAM - CS -9 1/0.48 0.25
AVAM - CS -10 1/0.41 0.29
AVAM - CS -11 1/1.44 0.125 2 2 1:4 3
AVAM - CS -12 1/1 0.75 0.1875
AVAM - CS -13 1/0.72 0.25
AVAM -CS -14 1/1 0.3 0.075 2 2 1:4 8
AVAM -CS -15 12
AVAM -CS -16 1/1 0.5 0.125 3 3 1:4 3
AVAM -CS -17 1 1
AVAM -CS -18 1/1 0.5 0.125 2 2 1:3 3

22



4.2 Caracterizarea morfologié
4.2.1 Diametrul mediu al nanocapsulelor

Diametrul mediu al nanocapsulelor preparate din poli (AVAfThitosan este situat in
general, intre 394i 991 nm, iar crgterea concenttgei de chitosan conduce la o gee a
diametrului nanocapsulelor.

Primele trei probe (AVAM-CS-1, AVAM-CS-2, AVAM-CS-3), caracterizate printr-un
continut mai redus de chitosan preziat distribyie dimensional binodak in timp ce celelalte dau
sunt caracterizate de o distritu mononodal (Figura 59). Diametrul mediu al nanocapsulelor
depinde de raportul dintre cei doi polimeride raportul dintre sotia organid si cea apoas Se
constal astfel & diametrul mediu al nanocapsulelor gg¢esodai cu craterea cantiitii de chitosan
(odat cu craterea concenttei soluiei de chitosan) (Figura 60).

Acest comportament poate fi explicat dupum urmeax in CS exist, cu aproximge, o
singué grupare aminig pentru fiecare unitate structuratopolimerul sintetic caime un ciclu de
anhidrich pentru fiecare unitate structuial

Figure 59. Curbele de distribe dimensional ale nanocapsulelor pe Baz
de poli (AVAM) si chitosan

Figura.60 Variga diametrului mediu Tn fune de concenttg de chitosan in sofia initiala
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Ideal, macromolecula de copolimer va tgata doar cu un singur lade chitosan, formand
0 membraa foarte subire, dar deschiderea ciclului de anhidrake étre grugirile aminice se aflin
competiie cu reagia de hidroliz care se realizeazla contactul fazelor rezultdand formarea
gruparilor carboxilice.

in consecim, cresterea cantittic de CS va promova rega unei macromolecule de
copolimer cu macromoleculele de CS, ceea ce conduce in primul randstierearegrosimii
membraneki n al doilea rand la cseerea diametrului nanocapsulei. In ceea ce gi@veaportul
intre cele doa faze putem observa faptul @ cazul unui raport mai mic (1:3), cum este cazul
probei AVAM-CS-18, diametrul nanocapsulelor gtee Varigia concentrgei de surfactant nu
influenteaz semnificativ dimensiunea nanocapsulelor.

4.2.2Potentialul zeta al nanocapsulelor

Potentialul zeta a fost determinat pentru a investiga stabilitatea dispersiei apoase de
nanocapsulgi depinde, in principal, de natura chithi& polimerilorsi pH-ul mediului utilizat. Prin
urmare, potegialul zeta a fost @surat in primul rand intr-o saie cu pH = 7.4 pentru a simula
condiiile fiziologice, si apoi intr-o soltie de electrolit (KCI), pentru a determina comportamentul
capsulelor intr-un mediu cérte ionici constart.

Incircarea negativ a AVAM-CS poate fi atribuit prezemei grugirilor carboxilice pe
suprafga poli (AVAM). De obicei, atunci cand valorile poteului zeta sunt situate intre -85-30
mV, se estimedizo burd stabilitate coloidal datoriti barierei ridicate de energie dintre particule
[227].

Reatia de condensare a celor doi polimeri estetitisde hidroliza ciclurilor anhidridice
nereagonate cu chitosanul care conduce la a@ase doua grufyi carboxilice din fiecare ciclu. O
noua grupare carboxilic este format si prin reagia ciclului anhidridic cu chitosanul. Prin urmare,
daca mai mult chitosan reéioneaz cu poli (AVAM) apar mai ptine grugri carboxilice, Tn
comparge cu ciclurile anhidridice care ar fi hidrolizate.

in consecim, numirul de grugri carboxilice din rgcaua format ar trebui & scad, in
principiu, cu creterea cantiitii de chitosan reamnat; potegialul zeta trebuie sa fie prin urmare
mai mic cand raportul de CS /poli (AVAM) (g/g) ste (Tabelul 15). Rezultateleasurtorilor de
potenial zeta confirm aceste considerente teoretice.

Tabelul 15. Valorile potgialului zeta pentru nanocapsulele preparate

Codul probelc Potettialul zet:
(mV)
pH=7.£ 1 mM KClI
AVAM -CS-1 -22.€ -26.€
AVAM -CS-2 -22.F -26.1
AVAM - CS-3 -22.1 -25.%
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AVAM -CS-4 -21.€ -25
AVAM -CS-5 -17 -23.1
AVAM - CS-6 -16.7 -30.¢
AVAM - CS-7 -16.2 -29
AVAM -CS-8 -15 -29
AVAM -CS-9 -14.2 -26.¢
AVAM - CS-10 -13.¢ -23.7
AVAM - CS-11 -18 -26.¢
AVAM -CS-12 -17.¢ -25.5
AVAM - CS-13 -16.4 -25
AVAM -CS-14 -19.4 -24.:
AVAM -CS-15 -18.7 -23.5
AVAM -CS-16 -16.1 -26.¢
AVAM -CS-17 -16.4 -21.5
AVAM - CS-18 -17.2 -21

4.2.3 Microscopia electronid de baleiaj (SEM)
Microscopia electronic cu baleiaj (SEM), ne-a adus informasuplimentare cu privire la
formasi dimensiunea nanocapsulelor. Din imaginile de microscopie putem deduce c
4 nanocapsulele sintetizate sunt sferice;
4+ prezinti o tendind de aglomerare, T@satunci cand sunt introduse ntr-un mediu apos
sub agitare, nanocapsulele se dispets&ste bine;
4+ diametrul nanocapsulelor variade la cateva zeci la sute de nanometri.

Figura 61. Microscopie electroride baleiaj pentru nanocapsulele de tip: A) AVAM-CS-1
si B) AVAM-CS-2
in cazul ambelor probe se confitrndistribuia binodadi a nanocapsulelor fapt ce este in
concordari cu rezultatele DLS (Figura 59).
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4.2.4 Microscopia electronid de transmisie (TEM)

Imaginile de microscopie electrofide transmisie pentru proba AVAM-CS-1 demonstieaz
formarea nanocapsulelor (Figura 62).

Dupa cum era de gsieptat nanocapsulele prezind forma sferici si sunt goale Tn interior.
Micrografia evidefiaza faptul ¢ diametrul capsulelor se situiain acelai domeniu casi cel
determinat prin analiza DLS (aproximativ 380 nm). Trebuie troeat, de asemenea,a c
nanocapsula surpriispe imaginea TEM face parte din popidacu diametru mai mare unde
valoarea medie stabdifprin analiza DLS este de 394 nm.

Figura 62. Microscopia electroride transmisie (TEM) pentru proba AVAM-CS-1

4.2.5 Determinarea cotinutului de azot din nanocapsule

Azotul a provenit doar din structura chitosanului ceea ce a permis stabilirea pé bagast
a procentului de chitosan din nanocapsule.Dupn se poate observa din Figura 63, chitosanul se
gaseste in compozia nanocapsulelor Tintr-o propier care variaz de la 30,6 % péanla 56,2%
comparativ cu valorile procentului de chitosan din amesteaidlide polimeri care se situegintre
40%si 69%.

Aceste rezultate demonstréaza aproximativ 80% din chitosanul intrat in r@acse
regiseste in nanocapsule. Faptul polizaharida se raégeste iIn compozia membranei la valori
inferioare fai de amestecul ifial probeaz ca readia de hidroliz a grugrilor anhidridice este
destul de interis si sustrage mare nuin de cicluri de la ream de amidare. #a cum era de
asteptat, odat cu craterea concentteei de chitosan din amestecul de polimeristesi continutul
de azot care se régpste In capsule. Acest comportament a fostliittai Tn cazul sistemului pe
baz de AVAM-G prezentat in capitolul anterior.
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Figura 63. Influeta concentrgei de chitosan Tn amestecultial de polimeri asupra compozi
nanocapsulelor

4.3 Proprietatile termice ale nanocapsulelc
4.3.1 Analiza termogravimetrici (TGA)

in cazul chitosanului se pot observa trei etape de pierdere de Pnmsa ncepe la 62°C
0 pierdere de masie 9%si este atribuit eliminarii apei. Cea de a doua, are loc Tn jurul valorii
300°C cu o pierdere in greutate de 39Pcorespunde desmpunerii (termicesi oxidative) a
chitosanului, vaporiii si eliminarii produsilor volatili [228].

in literatura de specialitate se precizea¥ piroliza polizaharidelor Thcepe pri-o scindare
aleatorie a legurilor glicozidice, urmat de o descomnere suplimentar formand acidul acetig
butiric si 0 serie de acizi gsa mai mici [229]. Chitosanul prezinté descompunere complela
aproximativ 520°C, cand pierderea de inaste de aproximativ 50'

AVAM-CS-1 prezing patru etape de pierdere de si. Prima (10%) incepe de
aproximativ 62C si corespunde elimifrii de agi liberd sausi solverti reziduali din nanocapsule.
doua etap are loc la 17%C, cu o pierdere in greutate de 23Peste atribuit eliminarii grupelor
acetati a apei din capsule.

A treia etap (34%), care are loc la 3°C corespunde decomptiei chitosanuluisi
scindhrii ciclurilor anhidridice din unittile de anhidrid maleia. Temperatura maxiin de
descompunere a AVAM-CS$-este in jurul valorii de 5:°C cu o pierderén greutate de 32%.

4.3.2 Calorimetria cu scanare cferentiala (DSC)
Chitosanul pur preziatun peak endotermic la aproximativ 103‘AH = 271.7 J / g), care
corespunde evapiii apei absorbite. Acest rezultat a fost raportat in alte cateva studii [22
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in cazul poli (AVAM), tranziia sticloag (Tg) a fost gsita in jurul valorii de 74 °C. Peak-ul
endotermic situat la 178°CAH = 112.6 J / g) este atribuit elinimi grupelor acetat. Proba de
nanocapsule AVAM-CS-1 prezihtun peak endotermic larg la 105°@H = 201.4 J / g), care
corespunde cu peak-ufigit in chitosanul pur. Acest comportament poate fi atribuit eviapapei
nelegate absorbite Tn timpul manifnil probei. Al doilea peak endotermic, este situat la
aproximativ 179C (AH = 151.6 J / g}i corespunde elimirii grupelor acetatsi, de asemenea, apei
din interiorul capsulei. Acest comportament termic este in conformitate cu experimentul anterior de
analizi termogravimetrig.

4.4 Comportamentul la umflare a nanocapsulelor in sokii apoase

Gradul de umflare al nanocapsulelor a fost investigat nisoludiferite valori ale pH-ului
(pH = 7,4si pH = 3) si a fost impus ca urmare a potiatei lor utilizari ca transportatori de
medicamente.

in mediu alcalin grufrile carboxilice, care sunt formate prin deschiderea ciclurilor
anhidridice sunt ionizate; graple carboxilat formate vor determina respingeri electrostatice intre
ele, permiand soltiei apoase & patrund in interiorul reelei si cauzand crgerea gradului de
umflare [231]. Gradul de umflare al nanocapsulelor intgotle tampon fosfat (pH = 7,4) este situat
ntre 1000-1500%i este puternic influgat de diametrul nanocapsulekdrde raportul infial dintre
polimeri (Figura 66).

Figura 66. Variga gradului de umflare in sala de tampon fosfat (pH = 7,4), dup4 ore
in funaie de raportul molar dintre cei doi polimeri, in cotiel@u diametrul mediu al
nanocapsulelor

Rezultatele au atat & gradul de umflare prezihb tendina clard de diminuare cu cgeerea
diametrului nanocapsulelor, fenomen intagnie sistemul de nanocapsule pe bde poli (AVAM)
si G. O alt observée este & gradul de umflare scade odlaiu craterea raportului molar dintre
polimeri adi@, cu crgterea cantiitii de chitosan. Acest comportament poate fi atribuittere
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grosimii stratului de nea intercupldt ducand la o sclere a elasticiti membranei polimergi, de
asemenea, la o reducere a difuziei apei prin aceasta. Peidemd#, da& mai mult chitosan
reagioneaz cu copolimerul sintetic nuiinul de grugri carboxilice formate scade, conducand la o
scadere a capaditii de umflare, hidrofilia membranei reducandu-se (se fortheasingué grupare
—COOH dintr-un ciclu).

in mediu acid gradul de umflare varaintre 580-1300%si creste odal cu crgterea
raportului molar de chitosan/poli (AVAM) (cu sterea concenttei soluiei de chitosan) (Figura
67). Aceast crestere poate fi explicétprin aparia repulsiilor electrostatice dintre numgiraationi
de amoniu, care sunt formarin protonarea grupilor aminice din lagurile de chitosan.

Figura 67. Gradul de umflare dup4 de ore intr-o sofi¢ de tampon citrat (pH = 3) in fuine de
raportul molar dintre cei doi polimeri

4.5 Studii de inéircare a nanocapsulelor cu Penicilina G

Cantititle de PG inarcate Tn nanocapsule du@4 de ore sunt prezentate in Tabelul 18.
Capacitatea de Tacare scade cu aterea cantiitii de chitosan datoditreducerii difuziei soltiei
de medicament prin membrana poliheienomen care poate fi datorat stegii densiitii retelei
polimere. Cu toate acestea, nu a fost obsgvaliferena semnificatii a capacitii de incrcare a
PG in nanocapsule.

Tabelul 18. Cantitatea de PG ircata pe 1 g nanocapsule de diferite tipuri

Codul probe PG inércat
(mg)/ g
nanocapsule
AVAM -CS-1 0,27:
AVAM - CS-2 0,25¢
AVAM - CS-3 0,251
AVAM -CS-4 0,24¢
AVAM - CS-5 0,24:
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4.6 Studii de eliberarein vitro a Penicilinei G din nanocapsule

Rezultatele de eliberare a PG din nanocapsulele AVAM-CS ifiesole tampon fosfat (pH
= 7,4) sunt prezentate in Figura 68. Profilele de eliberatenudd pentru acest sistem de
nanocapsule prezihtacelai comportament intalnit la nanocapsulele peabde AVAM si G, care
au fost prezentate Tn capitolul anterior. Eliberarea PG din nanocapsule are loc printr-un mecanism de
difuzie a soltiei apoase prin matricea poliniegi este in concordaim cu comportamentul la
umflare. Trebuie remarcat faptul eficiernta de eliberare a PG Th mediu alcalin este intre §5%
85%. Pe de altparte, o crgere a cantiitii de chitosan a condus la oadere semnificativ a
procentului de PG eliberat. Acest comportament poate fi datorgteriregrosimii membranei
polimere; de asemenea, densitateeleede polimer conduce la o reducere a intenisitétdifuzie a
soluiei de PG prin membrana polinier

Figura 68. Cinetica de eliberarevitro a PG din nanocapsule in s@dude tampon fosfat (pH = 7,4)

4.7 Teste de hemocompatibilitate
Hemocompatibilitatea este o cetirobligatorie pentru materialele care iin contact cu
sangele. Interaiminea materialelor cu componentele sangvine poate duce la schimbarea
proprietitilor de coagulare plasmaidic[232]. Din acest motiv au fost evaluate efectele
nanocapsulelor almute asupra sangelui cu ajutorul unui test de coagulare standard. In acest sens, s-
au determinat timpul de protromBiGTP), indicele Quick (IQ}i indicele normalizat intern@anal
(IN1).
in Tabelul 20 sunt evidgiate rezultatele amute. Tn urma analizei datelor fute se pot
face urnitoarele obsenrva:
4+ nu exist diferene importante intre valorile indicilor de coagulare ale probei martor
si ale probei de nanocapsule;
4 toti indicii de coagulare evaltisse situeaz in limitele valorilor normale.
Aceste informdi ne sugereazca nanocapsulele ginute prezini o bura compatibilitate cu
mediul sangvin.
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4.8 Teste de toxicitate

Tabelul 20. Rezultatele testului de hemocompatibilitate

2,72
1,3¢
1,9:
1,47
1,81
2,2¢€

15,4
18
16,1
18t
16,¢
15.¢

17,2

17,<

16,2

94,1¢ 1,0¢
93,6¢ 1,07
10C 1

Determinarea toxicititii acute a nanocapsulelor de tip AVAM-CS-9 prin metoda Spearman

Karber

Dupa cum am metionatsi in capitolul anterior, pentru a pbe materiale cu o toxicitate cat
mai s@zuta, nanocapsulele au fost supuse pufifigpentru a indefirta urmele de agent tensioactiv.
Valoarea dozei letale medii phuta pentru acest tip de nanocapsule a fost de aproxirBag8v
mg/kg corp. Nanocapsulele sintetizate preZiot toxicitate s&zuta (conform claselor de toxicitate
Hodgesi Sterner) ceea ce le face apte pentru agiliceedicale.
Determinarea toxicitiatii acute a nanocapsulelor de tip AVAM-CS-13 prin metoda crgerii si
descraterii sau sussi jos (sau up and down)

Datele pentru calcularea DL50 la 24 de ore sunt prezentate grafic ih Tabelul 21, incpreun

rezultatele calculelor pentru determinarea DL50.

Tabelul 21. Datele pentru calcularea DL50 la 24 de ore

Miligrame mg Log 123456789101112
300( 34¢ 0

4000 360 0 O 0

5000 370 X0 0 O
6000 378 0O O 11
DL 50 4672

TOTAL

y 3.48

d 0.10

A 5

B 13

N 2

m 3.67781

DL50 - 4672 mg/kg corp
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In concluzie, dup efectuarea testului de limitagea testului principal, se poate aprecia c
DL50 pentru nanoparticulele testate ested@@2 mg/kg corpla 24 de ore, la 48 de ore, 72 de ore, 7
zile si 14 zile de la administrarea intraperitorieal soluiei. Aceasi valoare a DL50 incadreaz
substara Tn grupul celor cgrad redus de toxicitate.

4.9 Studiile n vivo ale nanocapsulelor de AVAM-CS-9 indrcate cu Ibuprofen

Evaluarea secundara administirii intraperitoneale a ibuprofenului (100 mg/kg b.w.) a
aratat o cragtere statisti& semnificativ in inhibarea durerii pentru stimularea terinnociceptii a
testului ,tail flick,. Acest efect antinociceptisi-a atins varful la 30 de minutg a durat timp de 2
ore dup care valorile de inhibare ale durerii au revenit la normal (Figura 72). Administrarea
intraperitonea a ibuprofenului (100 mg/kg b.w.) a indus, de asemenea, o inhibare foarte
semnificativd a durerii la stimulii termali nociceptivi lgoarecii testa cu testul ,hot plate, (testul cu
placa incélzit). Valorile de varf au fost atinse la 45 de minute, congecn administirii
ibuprofenului (Figura 73).

Cu toate acestea, cand au fost testate nanocapsireairccu ibuprofen, a fost obseryvat
durat mai mare de timp pentru debutul indip durerii. Testul "tail flick” (testul de scuturare a
cozii) a a#tat un peak de inhibare a durerii la aproximativ 4 oreadagiministrare, cu valori
semnificative la 2i 4h. Valorile maxime atat pentru ibuprofenul simplu gdtentru nanocapsulele
incircate cu ibuprofen au fost similare (22% respectiv 28%).

Testul "hot plate” a prezentat un tigpmai mare pentru apaia oricirei inhikari la durere,
cu un maxim la 4 orei un p <0,001 la 4 orgi la 6 ore. Nanocapsulele auitat, de asemenea, o
biodisponibilitate crescéta ibuprofenului, cu valori ale peak-ului de inhibare a durerii de 28% in
comparae cu doar 19% pentru grupul de control cu ipuprofen simplu.

Figura 72. Testul “tail flick“. Inhibarea durerii (%) dumjectarea intraperitonead unei soltii
saline, a ibuprofenului pyr a unei suspensii apoase de nanocapsule de tip AVAM-CSu@ane
cu ibuprofen (* pentru p <0.05, ** pentru p < 0.01)
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Figura 73. Testul “hot plate®. Inhibarea durerii (%) 8lugectarea intraperitongah unei solti
saline, a ibuprofenului pyr a unei suspensii apoase de nanocapsule de tip AVAM-CSu@ane
cu ibuprofen (* pentru p <0.05, *** pentru p < 0.001)

Testarean vivo dovedste @ sistemul nostru de eliberare a medicamentului repéenimt
pas important in ceea ce prite biodisponibilitatea ibuprofenului. In timp ce ibuprofenul simplu
are un timp de injusatire de 1-3 ore, iar autorii anteriori auatat o imbuitatire a efectului
analgezic pentru formaile lor de nanoparticule intr-un interval de 1-2 ore, sistemul nostru dispune
de un interval de timp de 2 - 6 ore de eficacitate a analgezicului, cst@rerde paila 6 ori faa de
formularile de referina ale ibuprofenului.

4.10 Determinareain vivo a biocompatibilitatii nanocapsulelor de tip AVAM-CS-
13 - Examenul histopatologic

Examenul histopatologic a pus in evigeiocompatibilitatea nanocapsulelor cu unele
organe. Trebuie de mgonat & lotul A reprezini martorul iar lotul B este lotulacuia i s-a
administrat suspensia de nanocapsule.

Examenul microscopic nu a evidext alteéiri cerebrale, hepatice, pulmonare. Singurele
modificari au putut fi remarcate la nivel renal, unde s-au observat frecvent&idrasculare, cu
sufuziuni hemoragice dispersate in parenchim, dar néende modifiéri tubulo-glomerulare.

Aceste date sugereagi pe fondul unei biocompatibifiti evidente, exist o sensibilitate la
nivel renal, de care trebuie satsg® cont in momentul definirii principalilor parametri structurali ai
nanocapsulelor.
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Figura 74.Lot A martor -morfologie hepatig normak - Col HE x 20 Lot B-Sedciune la nivel
hepatic; aspect normal - Col HE x20

Figura 75.Lot A martor - Plaman-aspect normal - Col HEx20ot B- Morfologie pulmonara
normak - Col HE x20

Figura 76.Lot A martor -Scoata cerebeloas Col HE x 20 ;Lot B-Scoata
cerebeloas- morfologie normal — Col HE x20
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Figura 77 Lot A martor -Corticala rendl integia - Col HE x 20 Lot B-Cortex renal
de aspect normal- Col HE x20

Figura 78 Lot A martor - Tubi uriniferi - Col HE x 10 Lot B- Sufuziuni hemoragice
peritubulare— Col HE x20

4.11 Concluzii

+ Au fost preparate nanocapsule polimere peilide poli (anhidrid maleic-alt-acetat de
vinil) si chitosan prin reg@ de condensare interfadial

+ Diametrul mediu al nanocapsulelortivlute a variat intre 39¢ 991 nm;

+ Raportul dintre polimeri determinvarigia in diametru a nanocapsulelor (diametrulstere
odat cu cragterea raportului dintre chitosanpoli (AVAM);

+ Nanocapsulele prezinhb forma sferic bine definit;

+ Aceste sisteme prezihb burd capacitate de umflare care este inflaémle parametrii Iua
n considerare in acest studiu;

+ Capacitatea de Taccaresi eliberare de medicamente a fost conttotid viteza de difuzie
prin membrana polimési a fost influenati de gradul de umflare;

+ Nanocapsulele almute prezini o toxicitate redus
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+ Testele de hemocompatibilitate au doveditacest tip de nanocapsule prezimt buri
compatibilitate cu mediul sangvin;

+ Testelein vivoau dovedit o eliberare gusuti pentru inhibarea durerii la nivel central (de la
2 la 24 h), fa de ibuprofenul pur (de la 0 la 2 h).

+ Examenul microscopic nu a eviden alteéri la nivel de miocard, cerebral, hepatic,
pulmonar. Testele au pus in evigerde asemeneai exist o sensibilitate la nivel renal, dar
care nu prezidtmodificari tubulo-glomerulare.

Capitolul 5. Sintezasi caracterizarea unor nanocapsule pe baizde poli (N-
vinil pirolidon a-alt-anhidrid a itaconica) si chitosan

In acest studiu ne-am propus prepararea unui nou sistem de nanocapsule care E@dazeaz
condensarea interfaciatlintre poli (N-vinilpirolidor- alt-anhidridi itaconi@) si chitosan. Poli (N-
vinilpirolidona- alt-anhidrida itaconi&) este un copolimer sintetic care nu a mai fost utilizat pan
prezent pentru prepararea de nanocapsule. Colectivul in cadral mi-am degfurat activitatea
de cercetare doctotak folosit acest compus macromolecular pentrtinebea unor copolimeri
grefai (hidrosolubili) care au servit la stabilizarea unor migneanoparticule [236].

Acest tip de nanocapsule prezimt bura capacitate de umflare, influgata de parametrul luat
in considerare in acest studiu. Pentru studiile daaace/eliberare s-a folosit ca medicament model
5 Fluorouracilul.

Structura final a membranei polimere a nanocapsulelginoite este prezentain reada de
mai jos:

Figura 79. llustrarea schemditia rea@ei de condensare interfacia chitosanului cu poli
(NVPAI)
Prepararea nanocapsulelor a fost coadligi un plan experimental care este prezentat in
Tabelul 22. Raportul dintre cei doi polimeri a fost singurul parametru variat in cadrul acestui sistem.
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Tabelul 22. Programul experimental defiolere a nanocapsulelgt codificarea probelor

sintetizate

Cod Raportul molal Poli Chitosal Span Tween 8l Raportul dintre

proki (moli NH, libere | (NVPAI) (%) 80 (%) soluia organié :
din chitosan /moli (%) (%) soluia apoas
NVPALI) (VIv)

NCs-1 1/2 0.4z
NCs-2 1/1.7 0.t
NCs-3 1/1.2¢ 0.67¢
NCS- 1/1 2 0.84¢ 2 2 1:2
NCS-5 1/0.¢ 1.0¢
NCS-6 1/0.6¢ 1.27
NCs-7 1/1.7 3 0.7t

5.1 Caracterizarea structurah

Poli (NVPALI) prezint benzi de absotte la 1780 crif si 1859 cni' ce corespund vibtiei de
ntindere a grujrii -C = O din grugirile anhidridice. Banda de absgbde la aproximativ 990 cfn
este atribuit legaturii C — O — C din gruparea anhidridic

Nanocapsulele prezinio band de absortie la 1563 crit care este atribuitgrupirii -NH
din gruparea amidic

Peak-ul de la 1650 ch corespunde legurilor carbonilice din grufrile amidice nou
formate prin reaga copolimerului cu chitosanul.

Banda de absotie de la 1718 cih corespunde cu vibtia de intindere a grupei -C = O din
gruparile carboxilice. Apatia acestui peak pune in evid&nci toate gruprile anhidridice au
participat la reata de condensare. Un alt argument in acest sens estetigpaak-ului de la 990
cm™ atribuit legiturii C — O — C din gruparea anhidridic

5.2 Caracterizarea morfologié
5.2.1 Diametrul mediu al nanocapsulelor

Determinarea diametrului acestui tip de nanocapsule a fost reéarzatifractometrie laser.
A fost luat Tn considerare valoarea diametrului mediwadfi de aparat. Kburtorile au fost

realizate in triplicat. Din Tabelul 23 se rentaréaptul @& valorile diametrului mediu al
nanocapsulelor aimute sunt situate intre 126214 nm.

37



05 06
! 0,8 1

Diametrul mediu (nm)

1,2t 15
moli NH2 libere/ moli NVPA

Figura 81. Variga diametrului mediu in fune de raportul dintre cei doi polim

Din rezultatele otinute se deduce faptula diametrul nanocapsulelor ste odai cu
cresterea raportului dintre polimeri (cu eterea concentteei de CS) (Figura 81).Acest
comportament poate fi atribuit sterii grosimii membranei polimere care coce implicit la
cresterea diametrului nanocapsulelor. Trebuie remarcat faa diferertele de diametru de la t
esantion la altul nu sunt, tofuy majore

Curbele de distribie granulometria demongreaz prin caracterul lor moncodal faptul &
nanocapsigle sunt omogene ca dimensiuni (Figura

B NCS-1 = NCS4
4 NCS-2 & NCS-5
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Figura 82. Distribtia granulometria a nanocapsulelor ghute cu o concentti@ a poli (NVPAI) de
2%

5.2.3 Microscopia electronid de baleiaj (SEM
in Figura 84 sunt prezentate imaginile SEM pentru pride nanocapsule N(-2 si NCS-7.
Pe baza acestor micrografii putem face atcarele obsentii:
@ nanocapsulele prezintvalori ale diametruluiin domeniul zecilor de nanomel
aceste rezultate sunt in concottd cu analiza de difractometrie laser &ldgam in
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considerare alura latga peak-ului de distrihie granulometrig, care ne permiteas
estimim ci diametrul nanocapsulelor variazle la cateva zeci de nm pata
aproximativ 250 nm;

@ nanocapsulele prezinforma sferic;

@ capsulele preziatpolidispersitate dimensionat&lativ redus ;

@ proba NCS-7 preziato tendina de aglomerare pn mai ridicat fata de proba
NCS-2.

i [ Detecher 1 VEGAN TESCAN o
| Catsmeiy GADNT MKISRCopE Facultatea o Baloge s /]

ey Cotector Tum VEGAT TESCAN o * 1
Cateimidly) 0W0THZ  micrescane Facutanes do Bucloge i

Figura 84. Microscopia electroiide baleiaj pentru nanocapsulele de tip: A) NG5B) NCS-7

5.2.4 Microscopia electronid de transmisie (TEM)
Microscopia electronic de transmisie redatin Figura 85 pune in evidgnformarea
membranei polimere in jurul miezului gol al nanocapsulelor.

Figura 85. Microscopia electroride transmisie (TEM) pentru proba NCS-2
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Diametrul nanocapdelor evidettiat de acea&tanaliz este in jur de 160 nm. Nanocapsu
prezint o forma perfect sferig. Aceste rezultate sunt in concorta cu analiza de difractometr
laser.

5.3 Comportamentul la umflare al nanocapsulelor in soltii apoase

Comportanentul la umflare al nanocapsulelortinute a fost investigat in salucu diferite
valori ale pHului (pH = 7.4si pH = 3)si s-a impus datorit necesiitii utiliz arii lor ca suspensiin
fluidele biologice.Aceste tipuri de nanocapsule preiimgcelisi comportament la umflare ca
sistemele discutate anterior (in capitolesi 4).

Capacitatea de umflare a nanocapsulelor in mesor alcalin (pH = 7,4) este sitia intre
490-1030% si scade odat cu crterea raportului dintre CSi NVPAI (Figura 86). Aces
comportament se datoréaeresterii grosimii stratului de nea intercuplat ce duce la o édere ¢
elasticititi membranei polimersi implicit la o reducere a difuziei salai apoase prin aceas

In cazul mediului acid, capacitatea de umflare a nanocapsulelora/ariaz 59Csi 1400%si
creste odai cu cragterea raportului dintre cei doi polimeri (Figura 87). Protonareaarilor
aminice din lagurile de chitosan conduce la atia repulsiilor éectrostatice dintre cationii ¢
amoniu formd, determirand astfel crsterea gradului de umflare.

O alta informaie care se desprinde din aceste grafice este aa gradul de umflare in
mediu alcalin este mai &ut decat in mediu ac

1250
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1,25 15
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Figura 86. Gadul de umflare a nanocapsulelor in gelde tampon fosfat (pH = 7,4), dup4 ore ir
funcie de raportul molar dintre cei doi polin
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Figura 87. @adul de umflare a nanocapsulelor in gelde tampon citrat (pH = 3), du@4 ore ir
functie de rapctul molar dintre cei doi polimeri

5.4 Studii de Tnéircare a nanocapsulelor cu -Fluorouracil

Acest tipde nanocapsule a fost elabiin scopul de a fi utilizain terapia antitumoral Din
acest motiv & ales acest de medicament careadupn am metionat in capitolul 2 este folosit
tratamentul cancerului colorectal, gassi a cancerului de san.

Valorile eficiertei de incapsulare a-FU in nanocapsule cat cantitatea de medicame
incarcail (g 5FU /g de nanocapsule) sunt prezentate in Tabelul 25. Atat cantitate-FU
incircati in nanocapsule céi eficienta de Tndrcarea medicamentului scad odatu creterea
concentrdei de chitosan din amestd initial de polimeri. Acest comportament a fost Tntagnia
sistemele discutate anterigreste in concordaa cu gradul de umflare al nanocapsulelor in m
cu pH=7,4. Eficiera de ncapsulare FU variaz intre 26%si 34,5%si este mai sizuta decat in
cazul nanocapsulelor de tip AVA-CSsi AVAM- G, probabil datorit hidrofobicititii copolimerului
NVPAI.

Tabelul 25. Eficiera deincarcare si cantitatea de 3-U Tncarcat pe 1 g nanocapst

Codul probe 5-FU incircat (9). g Eficienta de
nanocapsule incarcare (%
NCS-1 0,22¢ 34
NCS-2 0,22( 33
NCS-3 0,20(¢ 30
NCS-4 0,19¢ 29,F
NCS-5 0,18¢ 28,2
NCS-6 0,17: 26
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5.5 Studii de eliberarein vitro a 5-Fluorouracilului

Studiile de eliberare &-Fluorouracilului din nanocapsulele de tip NCS au fost realizate in
soluii cu pH diferit (pH = 7,4i pH=3) (Figurile 88si 89).

60
50 :
© ——NCS-1
S 40 = == -8-NCS-2
S 30 ~4—NCS-3
l-u,l; 20 =><=NCS-4
< =#=NCS-5
10 ~0-NCS-6
0
0 500 1000 1500 2000
Timp (min)
Figura 88. Cinetica de eliberarevitro a 5-FU din nanocapsule in stude tampon fosfat (pH =
7,4)

Pe baza rezultatelor pbute se pot trage uitoarele concluzii:

<+ Comportamentul de eliberare a 5-FU din acest tip de nanocapsule este similar cu cel

Tntalnit la celelalte sisteme studiate;

70
60
S 50 ——NCS-1
= ~8-NCS-2
> ~4=NCS-3
T 30
O —<NCS-4
s 20 —#~NCS-5
10 ~0-NCS-6
0
0 500 1000 1500 _ 2000
Timp (min)

Figura 89. Cinetica de eliberarevitro a 5-FU din nanocapsule in sdude tampon citrat (pH = 3)
4 In primele 400 de minute s-a nregistrat o eliberare mai ¥apithedicamentului in
ambele medii studiate, comportament care se poate datora fenomenului dgedasorb

medicamentului de la nivelul membranei;
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+ Eficienta de eliberare a 5-FU Tn mediu alcalin este situat intre #18%6% iar in
mediu acid intre 42%i 63%;

+ Eficienta de eliberare este mai riiim mediu slab alcalin decat Tn mediu acid, fapt ce
este Tn concordahcu comportamentul intalnit la umflare;

+ Cresterea cantittii de chitosan a condus la oadere a procentului de medicament
eliberat in mediile apoase studiate, cu cateva gikcep

5.6 Concluzii
+ S-a realizat un sistem de nanocapsule polimere p& t&zpoli (N vinilpirolidori-alt-
anhidridi itaconi@) si chitosan printr-un procedeu de condensare interfacial
Spectroscopia FTIR a pus in evigeformarea legturilor de tip amidic;
Nanocapsulele almute prezini un diametru mediu cuprins intre 1g@14 nm;
Capsulele prezitto forma sferici si sunt goale in interior;
Capacitatea de umflare in medigou alcalin a variat intre 490-1030%, iar in mediu acid
ntre 590si 1400%;
+ Capacitatea de Tarcare/eliberare a 5-Fluorouracilului a fost inflgegi de raportul dintre
cei doi polimeri.

- F & &
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Concluzii generale

Cercetarea are ca scop dezvoltarea unei metode notiderela nanocapsulelor pe bate
polimeri naturali (chitosani gelatira) si copolimer cu cicluri anhidridice in lan de baz [poli
(acetat de viniklt-anhidrich malei@) si poli (N-vinilpirolidona-alt-anhidrici itaconic)] printr-un
proces de condensare interfagiahcest tip de nanocapsule pot prezenta un mare interes pentru
aplicaii biomedicale datorit eficienei crescute de incapsulare a medicamentelor. Studiile efectuate
au permis sistematizarea ditiwarelor concluzii generale:

1. Datoriti unei biocompatibilitti, biodegradabiliiti, non-toxicitti, si a unei activiiti biologice
excelente, gelatingl chitosanul sunt cele mai importante materiale utilizate in prepararea de micro-
si nanocapsule. Ele sunt frecvent utilizate in aglicaedicale, ca materii prime pentru realizarea de
sisteme de eliberare contralatle medicamente. Combinarea polimerului natural cu polimerul
sintetic printr-o reagee de condensare interfacdatonduce la un nou material de tipte@
interconectat cu proprieiti superioare celor ale partenerilor individuali.

2. In lucrarea de f& am studiat ofinereasi caracterizarea a trei sisteme de nanocapsule: i)
gelatiri si poli (acetat de vinil alt - anhidridi malei@), ii) chitosansi poli (acetat de vinil alt -
anhidrich malei@) iii) chitosansi poli (N vinilpirrolidona - alt - anhidridi itaconi).

3. In scopul de a elucida rela dintre structurai proprietitile acestui nou tip de material, s-a
investigat efectul difetilor parametri de sintéz (raportul masic al polimerilor, raportul dintre
soluia organid si cea apoas si variaia cantititi de agent tensioactiv), atat asupra structsirii
morfologiei nanocapsulelor c&t asupra proprid@tilor termice, gradului de umflare, eficigem de
incircare/eliberare a unor medicamente madeineticii de eliberarén vitro a principiului activ.

4. Spectroscopia in infrago (FTIR) a confirmat rea@ dintre grugrile anhidridice ale
polimerului sinteticsi grupele aminice funtonale ale polimerului natural prin formarea gitilor
amidice.

5. Diametrul mediu al nanocapsulelor depinde de maiinparametri: raportul dintre polimeri,
raportul dintre cele daufaze, cantitatea de agent tensioactiv.stérea cantittii de polimer natural
duce la o crgere a diametrului nanocapsulelor. Vadaeconcentraei de agent tensioactir timpul

de reage nu influeneaz in mod semnificativ dimensiunea nanocapsulelor.

6. Potenialul zeta al nanocapsulelor a fostisurat in soltii cu valori diferite ale pH-ului, n
scopul de a studia stabilitatea suspensiei de nanocapsule. S-a co#istetabcapsulele de tip
AVAM-CS prezint o stabilitate mai bunin soldiile apoase decét cele de tip AVAM-G.

7. Microscopia electronica (SEM TEM) a furnizat informéi suplimentare cu privire la formga
dimensiunea nanocapsulelor. Toate nanocapsulele sintetizate fofeamt sferici si au tendina de
aglomerare in stare usgatar atunci cand sunt imersate intr-un mediu apos acestea se digperseaz
foarte bine. Diametrul nanocapsulelor vagiazre zecki sute de nanometri.
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8. Studiul de umflare a nanocapsulelor in gohpoase s-a impus ddiind poteniala lor utilizare

ca purtitori de medicamente. Toate probele analizate au prezentat o umflarg udat de
patrunderea apei in membrana poligher in interiorul capsulelor, urmatde o umflare mai leat
pari la echilibru. Rezultatele glbute au aftat G gradul de umflare are tendinde sédere cu
cresterea diametrului nanocapsulekircu creterea raportului molar dintre polimeri (cu gierea
cantittii de polimer natural). Nanocapsulele de tip AVAM-G prexzimh grad de umflare mai mare
decét celelalte dausisteme studiate, fapt care poate fi datorat hidrofiliei mai ridicate a gelatinei fa
de chitosan.

9. S-a studiat capacitatea de eliberare a unor medicamente model (Penicilina G, Norfloxacin,
Ibuprofen, 5-Fluorouracil) din anocapsule. Eliberarea a fost cortrdéaprocesul de difuzie prin
membrana polimér Raportul molar dintre cei doi polimeri jagaan rol important in procesul de
eliberare a medicamentului din nanocapsule; efiaiethe eliberare cgge odai cu craterea
raportului dintre cei doi polimeri adicodat cu crgterea concenttei de polimer natural in saia
initiala. Acest comportament se reggisela toate sistemele de nanocapsule studiate. D alt
observ@e este aceeaidn primele ore are loc o eliberare rapa medicamentului din nanocapsule
(,burst” effect)si apoi o eliberare leit comportament ce poate fi datorat abgerlmedicamentului

la suprafga nanocapsulelor.

10. Testele de toxicitatgi hemocompatibilitate aratca nanocapsulele oinute prezimi o burk
compatibilitate cu mediul de sangvigi, 0 toxicitate redus care le face potrivite pentru aplica
medicale.

11. Testelein vivo au demonstratacnanocapsulele de tip AVAM-CS-9 tircate cu lbuprofen au
prezentat o eliberare gusita pentru inhibarea durerii la nivel central (de la 2 la 24 h}, d&
ibuprofenul pur (de la 0 la 2 h).

12. Examenul histopatologic nu a evidext altedri la nivel de miocard, cerebral, hepatic,
pulmonar. Testele au pus in eviderde asemeneai @xist o sensibilitate la nivel renal, dar care
nu prezini modificari tubulo-glomerulare.
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