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Introducere

Principalul obiectiv al tezei de doctorat intitulatd “Biomateriale polimerice complexe

» 7

pentru modelarea cineticii de eliberare a medicamentelor” il constituie, evident, obtinerea de noi
sisteme, mai complexe decét cele curente, a caror proiectare permite modelarea si un mai bun control
al cineticii de eliberare a principiului activ. Principial, medicamentul este inclus in lipozomi iar
acestia sunt dispersati intr-o matrice de tip hidrogel, care constituie o bariera suplimentara in eliberarea
principiului activ, evitand astfel ,,burst effect”ul ce apare la administrarea clasicd de medicamente
(eliberarea unei cantitati mari de medicament inainte de atingerea unei cinetici de eliberare constante).

Realizarea acestui obiectiv general presupune rezolvarea mai multor obiective specifice.

Primul dintre acestea il constituie obtinerea unor filme polimerice de tip hidrogel
superioare celor existente, prin combinarea unor polimeri naturali (chitosan si gelatina) cu poli(alcoolul
vinilic), polimer sintetic. Agentii de reticulare chimici utilizati obishuit Tn sinteza hidrogelurilor, cum
ar fi formaldehida si glutaraldehida, prezinta toxicitate la contactul cu tesutul uman si de aceea atentia
este indreptata spre utilizarea reticulantilor ionici ca sulfatul de sodiu, tripolifosfatul de sodiu si a
agentilor de reticulare de provenienta naturala. Legaturile covalente imprima hidrogelurilor proprietati
mecanice mai bune in detrimentul proprietatilor de incarcare/eliberare de medicamente. Ca urmare,
reticulantul covalent nu trebuie total inlocuit din retetele de obtinere a hidrogelurilor, ci doar substituit
pana la limita la care stabilitatea retelei nu este afectata dramatic. Trebuie avut in vedere, de asemenea,
controlul capacitatii hidrogelurilor de a se umfla in mediu apos, caracteristicad de care se leagad strans
capacitatea de eliberare a principiilor active. in consecintd, in prima parte a lucrrii cercetarile s-au
indreptat spre gésirea unui compromis intre utilizarea reticulantilor covalenti (toxici, in general) si a
celor ionici (acceptati biologic) pentru obtinerea hidrogelurilor. In acelasi context si subordonati
aceluiasi obiectiv este utilizarea unui compus natural, acidul tanic, capabil de a realiza reticularea prin
numeroase, dar mai slabe in intensitate, legaturi de hidrogen, a polimerilor sau amestecurilor de
polimeri caracterizati prin prezenta gruparilor -OH sau —NH, ca substituenti, respectiv a celor doi
polimeri selectati pentru prezentul studiu. Marele avantaj al acestui reticulant il constituie obtinerea
unui material total lipsit de toxicitate, atat datoritd naturii componentilor sai cét si a evitarii utilizarii de
reticulanti covalenti, si chiar ionici.

Al doilea obiectiv specific il constituie obtinerea sistemelor complexe polimer-lipozomi-
medicament, ceea ce presupune mai inti Tncapsularea principiului activ in lipozomi, si ulterioara
includere a acestora in matrici polimere de tip hidrogel sub forma de filme. Desigur, problema
fundamentala in cadrul acestui obiectiv o constituie stabilirea cineticii de eliberare a medicamentului
din sistemul complex comparativ cu eliberarea doar din film, respectiv verificarea ipotezei de plecare.
Mecanismul si cinetica eliberarii medicamentului sunt aceleasi indiferent de calea de administrare
(orala, parenterala, respiratorie, rectald, vaginala, respiratorie, implant subcutanat, etc.) si afectiunea ce
urmeaza a fi tratatd. Dat fiind ca astfel de sisteme au fost obtinute sub forma de filme, o potentiald
aplicatie ar constitui-0 utilizarea lor ca pansamente pentru tratarea unor afectiuni ale dermei, sau pentru
administrarea de medicamente pe cale transdermala.

Teza de doctorat cuprinde 6 capitole ce insumeaza 152 pagini ce cuprind 81 figuri, 11
tabele, 11 relatii de calcul si formule, 274 note bibliografice.
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Prima parte a tezei, cuprinzand un singur capitol, trateazd suporturile macromoleculare de
tip hidrogel utilizate in eliberarea controlatd de medicamente. Pe langa consideratiile generale asupra
hidrogelurilor, sunt amintite structura, proprietatile fizico-chice si cele mai recente aplicatii ale
polimerilor utilizati in cadrul cercetdrilor efectuate in cadrul tezei de doctorat. Sunt amintite
principalele metode de obtinere a hidrogelurilor si ulterior detaliate principiile esentiale de
farmacocinetica si farmacodinamica aplicabile acestor sisteme de eliberare de medicamente.

Rezultatele originale sunt tratate ulterior in cele 4 capitole ce debuteaza cu cel dedicat
materialelor si tehnicilor de lucru si caracterizare folosite pentru elaborarea tezei.

Capitolul 3 prezinta rezultatele obtinute in cadrul studiului hidrogelurilor dublu reticulate
(ionic si covalent) pe bazi de chitosan/gelatini si chitosan/poli(alcool vinilic). In cadrul acestui capitol
este corelatd capacitatea de eliberare a calceinei (analog pentru compusi activi hidrofili de masa
moleculard micd) cu compozitia hidrogelurilor obtinute: tipul polimerului partener chitosanului la co-
reticulare, raportul intre cei doi polimeri, tipul de reticulant ionic si cantitatea utilizata pentru obtinerea
hidrogelurilor.

Tn capitolul 4 ce trateazi hidrogelurile pe bazi de chitosan si chitosan/poli(alcool vinilic)
reticulate cu AT sunt prezentate morfologia hidrogelurilor, studiul comportarii in apa a acestora si
studiul eliberdrii aceluiasi principiu activ model din aceste matrici. Tn plus, sunt prezentate rezultatele
de citocompatibilitate efecutate pe celule de tip osteoblastic si a eliberarii transdermice in vitro a
calceinei.

Capitolul 5 este dedicat caracterizarii sistemelor complexe realizate atat prin dubla
reticulare cét si prin reticulare cu acid tanic. Se prezinta si se justifica atenuarea “burst effect”-ului cu
cresterea densitatii de reticulare a matricilor polimerice ce contin lipozomi unilamelari mici purtétori de
medicament. Tn cazul hidrogelurilor complexe obtinute prin reticulare cu polifenolul se obtin curbe
cinetice de “ordin zero” care ulterior, impreuna cu hidrogelurile obtinute prin dubla reticulare, au fost
prelucrate matematic conform ecuatiei Peppas iar rezultatele probeaza posibilitatea modelarii teoretice
a eliberarii calceinei din sistemele polimerice de tip hidrogel obtinute. Mecanismul de transport ce
guverneaza eliberarea compusului model din hidrogel este unul combinat la care participa cel putin trei
fenomene: umflarea, relaxarea si eroziunea matricilor polimerice.

Lucrarea se incheie cu concluziile generale, perpectivele studiului efectuat §i enumerarea
referintelor bibliografice citate.

Rezumatul tezei de doctorat respectd denumirea capitolelor, numerotarea figurilor, tabelelor
si a referintelor bibliografice.



1. Sisteme polimer-medicament cu eliberare controlati

Polimerii utilizati in medicind trebuie si indeplinescd o serie de conditii esentiale. in
principal acestea sunt: biocompatibilitatea, non-toxicitatea, non-imunogenicitatea si biodegradabilitatea.
Aceste caracteristici variaza in functie de sursa si proprietatile fizico-chimice ale polimerilor in discutie
si devin indispensabile in elaborarea de sisteme de eliberare de medicamente. Existd numeroase situatii
cand medicamentele de masa moleculara mica administrate clasic nu reusesc sa indeplineasca profilele
terapeutice impuse datorita cailor fiziologice de aparare a organismului uman. Astfel apare necesitatea
elaborarii unor structuri complexe care sa raspunda punctual in mediul cu care sunt puse in contact.
Aceste structuri au la baza polimeri reticulati fizic si/sau chimic si se prezinta sub diferite forme: bureti,
filme, nanoparticule, etc. Reticularea polimerilor confera materialelor obtinute proprietati distincte fata
acestora si a agentilor de reticulare sunt infinite. Dintre aceste biomateriale hidrogelurile simple si
multicomponent ce formeaza retele interpenetrate sau semi-interpenetrate au luat amploare in domeniul
eliberdrii controlate de medicamente dar si in domenii ca ingineria tisularda unde biomaterialele
polimerice indeplinesc numeroase functii.

Pentru controlul proprietatilor fizice al acestor hidrogeluri se recurge la reticularea
polimerilor liniari atat prin metode chimice cat si fizice [9, 10].

Hidrogelurile au captat tot mai mult interesul cercetatorilor in ultimul deceniu datorita
proprietatilor intrinseci pretabile aplicatiilor medicale. Biocompatibilitatea acestora, capacitatea de a
elibera din reteaua polimerica compusi hidrosolubili si versatilitatea in modelarea proprietatilor fizico-
chimice permit generarea de noi biomateriale cu aplicatii in domeniul eliberdrii controlate de
medicamente.

Chitosanul, gelatina si poli(alcoolul vinilic) sunt polimerii tratati mai detaliat in teza de
doctorat, justificarea constand in faptul ca acesti polimeri au fost utilizati ca materii prime pentru
cercetdrile efectuate. Sunt subliniate metodele de obtinere, proprietatile acestora si aplicatiile in care se
regasesc pand in prezent.

Principalele metode de obtinere a hidrogelurilor pe baza de polimeri naturali sau/si sintetici
sunt identificate si sunt enumerate proprietitile si aplicatiile potentiale ale acestor materiale.
Hidrogelurile pot fi obtinute prin doud mecanisme principale: hidrogeluri cu legaturi covalente sau
ireversibile si hidrogeluri cu legaturi reversibile sau fizice [101]. Cea de-a doua categorie cuprinde
subclase variate cum ar fi interactiunile ionice (hidrogeluri reticulate ionic sau complexe
polielectrolitice) si interactiuni secundare (hidrogeluri ,,incélcite”, hidrogeluri grefate sau complexate,
etc.). In cadrul paragrafului “Reticularea prin legaturi de hidrogen” se detaliaza proprietatile fizico-
chimice si biologice ale acidului tanic, polifenol utilizat in calitate de reticulant al chitosanului sau
amestecului chitosan/poli(alcool vinilic). Procesul de reticulare reprezintdi o metodd prin care
hidrogelurile se pot adapta cerintelor fiecarei aplicatii (viteza de biodegradare, proprietatile mecanice,
gradul de umflare, capacitatea de includere/eliberare principii active, porozitatea, etc.).

Pharmacocinetica si farmacodinamica eliberarii de medicamente din hidrogeluri constituie
subiectul unei cercetari bibliografice in care se aratd interactiunile dintre organism si medicament.
Acestea pot fi clasificate in doua categorii: procese farmacocinetice, cand se analizeaza impactul pe care
organismul il are asupra medicamentului, si procese farmacodinamice, cand accentul este pus pe
actiunea medicamentului asupra organismului [160]. Caile de administrare a formuldrilor pe baza de
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hidrogel sunt: orald, parenterald, nazala si trandermala. in functie de mecanismul ce dicteaza eliberarea,
acestea se pot clasifica in sisteme controlate de difuzie (sisteme cu membrana si sisteme monolit),
sisteme controlate chimic (sisteme biodegradabile si bioerodabile), sisteme activate de solvent
(controlate osmotic si controlate de umflare) si sisteme cu eliberare modulatd [163]. Aceste mecanisme
de eliberare sunt dictate de caracteristicile fizico-chimice ale hidrogelurilor dar si de metoda de
incarcare a medicamentelor in suport.

Hidrogelurile, in orice forma de prezentare - filme, bureti, particule pline- prezinta o
capacitate limitata de includere a medicamentelor, pe langa dezavantajul ca pot fi incarcate doar cu
medicamente hidrosolubile sau cu solubilitate in amestecuri api-alcool. In sfarsit, incircarea lor cu
medicament se face prin difuzie in timp, de reguld dupd ce au fost sintetizate. Multe dintre aceste
dezavantaje pot fi recuperabile utilizand lipozomii ca vezicule capabile si incapsuleze, sa transporte si
sa elibereze cantitati mai mari de medicamente, atat hidrofile cat si hidrofobe. Principalul dezavantaj al
acestor vezicule il reprezinta stabilitatea lor mecanica si biochimica redusa, ceea ce nu le permite sa
reziste in sistemul circulator decat un interval redus de timp, dupd care se sparg eliberdnd brusc
medicamentul Tncapsulat cu manifestarea unui ,,burst effect” pe curbele cinetice. Includerea de lipozomi
purtatori de medicamente in matrici polimere de tip hidrogel poate combina avantajele integrarii celor
doua tipuri de purtatori de principii active, reprezentand si o cale de modelare a cineticii de eliberare,
ceea ce constituie obiectivul principal al acestei lucrari.

Mecanismul prin care medicamentul este eliberat depinde de modul de formulare al
sistemului transportor si de calea de administrare. Administrarea pe cale orala, in functie si de natura
polimerului cu care este asociat principiul activ, va determina, Tn aparatul digestiv, fie o eliberare prin
degradarea totald (enzime) chimicd sau enzimatica a matricii, fie o eliberare guvernatd de un proces
difuzional, conform legii lui Fick [166]. De regula, acest din urma tip de eliberare este mai mult sau mai
putin perturbat de interactia medicamentului cu matricea polimera, de porozitatea (dimensiunea porilor)
acesteia sau de densitatea de reticulare.

Simplitatea cu care se pot realiza lipozomii, biocompatibilitatea de care dau dovada, lipsa
toxicitatii [168], similitudinea lipozomilor cu celulele si organitele celulare interne atit din punct de
vedere al dimensiunilor cit si a compozitiei chimice [169-171], marimea veziculelor ce poate fi
modificatd in functie de specificul aplicatiei [172], posibilitatea inglobarii att a principiilor hidrofobe
cat si a celor hidrofile, alaturi de sensibilitatea la stimuli ca temperaturd, pH, lumina si cAmp magnetic,
fac din aceste formatiuni bistratificate biomimetice o arie de interes ce deschide noi orizonturi in
domeniul nanotehnologiilor si implicit in cel biomedical.

Cercetarea bibliografica prezentatd ne-a condus la concluzia ca utilizarea unor sisteme
complexe de tip polimer-lipozomi-medicament pentru reglarea procesului de eliberare a principiilor
active reprezintd o nisa insuficient explorata.
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2. Materiale si metode experimentale
2.1. Materiale

Materialele si reactivii utilizati pentru efectuarea studiilor au fost achizitionate de la firme
specializate in producerea lor si sunt de puritate analitici. In continuare sunt prezentate selectiv cele mai
importante matriale utilizate Tn studiul intreprins.

Pentru studiile efectuate a fost folosit chitosan de masa moleculara mare (HC) si chitosan de
masa moleculara medie (MC), gelatind de tip B, de origine bovina, poli(alcool vinilic) cu un grad de
hidroliza de 80%, aldehida glutarica (AG), sulfatul de sodiu, tripolifosfatul de sodiu, acid tanic,
fosfatidilcolind, Triton X-100 extrapure, calceina si Sephadex G-25.

2.2. Metode experimentale

2.2.1. Tehnici de lucru

2.2.1.1. Metoda de preparare a hidrogelurilor CG obtinute prin dubla reticulare

Metoda de preparare a hidrogelurilor obtinute prin dubla reticulare se poate observa
schematic in Figura 15. Pe scurt, hidrogelurile pe bazd de CG si CP au fost preparate printr-0 reticulare
covalenta partiala cu AG urmata de o reticulare ionica cu Na,SO4/TPP [104,109]. Conditiile de obtinere
au fost urmatoarele: polimerii, Tntr-o cantitate totala de 125 mg, au fost dizolvati timp de 24 de ore in 5
mL solutie acid acetic 2% (v/v), la temperatura camerei. Cantitatea specifica de AG necesara pentru a
reticula 20% dintre gruparile aminice libere ale chitosanului si gelatinei a fost adaugata, in picaturi, sub
agitare energica, peste solutia de polimeri. Gruparile aminice libere ale gelatinei au fost calculate tinand
cont de compozitia aproximativa a aminoacizilor diamino monocarboxilici din gelatina de tip B [61].
Grupadrile aminice ale polizaharidului au fost calculate in functie de gradul de deacetilare al acestuia.
Cantitatea minima optima de AG pentru ca filmele sa prezinte stabilitate mecanica minima a fost fixata
in urma unor teste preliminare. Amestecul obtinut a fost supus ultrasonarii la baia de ultrasunete pentru
a se Indeparta bulele de aer formate in timpul agitarii manuale. Ulterior, hidrogelurile au fost introduse
in etuva timp de o ora la temperatura de 40°C pentru a usca partial hidrogelurile si a permite umflarea in
solutia de reticulant ionic. Apoi, acestea au fost imersate in solutii apoase de sulfat de sodiu/tripolifosfat
de sodiu de concentratii diferite timp de 30 de minute. Cantitatea corespunzatoare de agent de reticulare
ionica a fost dizolvata in 10 mL apa distilata. Pentru optimizarea proprietatilor hidrogelurilor s-a urmarit
influenta raportului masic intre polimeri, a tipului de reticulant ionic si a cantitatii acestora.
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Figura 15. Reprezentare schematica a procesului de obtinere a hidrogelurilor complexe dublu reticulate

2.2.1.2. Metoda de preparare a hidrogelurilor CP obtinute prin dubld reticulare

Au fost obtinute hidrogeluri dublu reticulate pe baza de CP prin aceeasi metoda descrisa
anterior (Figura 15) cu mentiunea ca hidrogelurile reticulate covalent au fost imersate in solutii de
reticulant ionic de concentratie 1% in toate cazurile. Parametrii variati au fost tipul de reticulant ionic si
raportul intre cei doi polimeri.

2.2.1.3. Metoda de preparare a lipozomilor SUV

Pentru prepararea lipozomilor de tip SUV pe bazd de fosfatidilcolina s-a utilizat metodei
hidratarii filmului lipidic [244]. Principiul metodei consta in dizolvarea a 200 mg Phospholipon-90G
ntr-un amestec de solventi organici volatili - cloroform/metanol 2:1 (v:v) - intr-un balon cu fund rotund
de 250 mL, urmata de evaporarea lenta a acestora sub vid redus realizat cu un evaporator rotativ fixat la
viteza de rotatie de 60 rpm si temperatura de 30°C. Suspensia de lipozomi multilamelari rezultata a fost
supusa ultrasondrii la o sonda de ultrasunete la o freventa de procesare de 20 kHz, pe baie de gheata.
Aceasta etapa permite reducerea dimensiunii lipozomilor precum si a polidispersitatii acestora. Pentru
obtinerea lipozomilor SUV a fost nevoie de 10 cicluri cu durata de 1 minut, permitand un timp de racire
de 30 de secunde. Dupa ultrasonare, suspensia a fost 1dsata la temperatura camerei timp de 2 ore pentru
reasamblarea lipozomilor si corectarea defectelor membranare [245]. Separarea lipozomilor SUV de
calceina libera si de lipozomii MLV ramasi s-a realizat prin cromatografie de excludere cu gel. A fost
utilizat in acest scop o coloand de Sephadex G-25 - 25 cm lungime, 1 cm diametru - eluata cu solutie
PBS (PH 7,4) cu debit de 2,2 mL/min. Datoritd instabilititii lipozomilor, acestia au fost utilizati in
primele ore de la preparare.
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2.2.1.4. Metoda de preparare a hidrogelurilor obtinute prin reticulare cu AT

in studiul efectuat au fost preparate si caracterizate doud categorii de hidrogeluri obtinute
prin reticulare cu AT. Primul este cel pe baza de chitosan iar al doilea cel pe baza unui amestec CP in
diferite rapoarte molare unul fatd de celalalt. Hidrogelurile au fost obtinute prin dizolvarea a 200 mg
polimer/amestec polimeric intr-o solutie de acid acetic 2% cu un volum de 16 mL, la temperatura
camerei. Agentul de reticulare a fost dizolvat de asemenea in 4 mL solutie acid acetic de aceeasi
concentratie ca in cazul anterior si a fost adaugat, in picaturi, peste solutia de polimer(i) sub agitare,
rezultdnd o concentratie polimerica finala de 1%.

Solutiile rezultate au fost pastrate sub agitare energica timp de 30 minute, apoi au fost lasate
in repaus pentru indepartarea bulelor de aer formate si au fost turnate in forme de plastic, introduse apoi
in etuva la 60°C, pentru timpi prestabiliti in vederea evapordrii apei si obtinerii filmelor. A fost
determinata valoarea to, moment la care filmele prezinta integritate si pot fi desprinse din tavite pentru a
putea fi imersate in apa distilata si a opri astfel procesul de reticulare. Tn toate cazurile, t, a fost atins
dupa 12 ore. Ceilalti timpi analizati au fost t;= 18 h si t,=20 h. Dupa expirarea timpului, filmele au fost
scoase de la etuva si spilate cu api distilata. In final, filmele au fost lisate la uscat la temperatura
camerei timp de 24 de ore. Pentru obtinerea filmelor pe baza amestecului CP s-a urmarit protocolul

descris anterior cu mentiunea ca timpul de reticulare a fost de 20h.

2.2.1.5. Metoda de obtinere a hidrogelurilor incarcate cu calceina

Pentru obtinerea hidrogelurilor martor 640 g calceind a fost addugatd fiecérei solutii
polimerice inaintea introducerii agentului de reticulare. Sistemele complexe au fost obtinute in mod
similar hidrogelurilor de control cu mentiunea ca inaintea adaugarii agentului de reticulare (fie AG, fie
AT) a fost adaugat un volum cunoscut de suspensie de lipozomi a cédrui concentratie de calceina a fost
determinata prin spargerea lipozomilor cu tensioactivul Triton X-100 ce asigura determinarea cantitatii

totale de calceind din suspensia de lipozomi utilizata.

2.2.2. Tehnici de caracterizare

2.2.2.1. Caracterizarea lipozomilor

2.2.2.2. Spectroscopia FT-IR

2.2.2.3. Microscopia Electronica de Baleiaj (MEB)

2.2.2.4. Studiul capacitatii de umflare a hidrogelurilor

2.2.2.5. Studiul capacitatii de eliberare a calceinei din hidrogeluri
2.2.2.6. Studiul cineticii de eliberare a AT din hidrogeluri
2.2.2.7. Teste de citocompatibilitate

2.2.2.8. Studiul degradarii termice a hidrogelurilor

2.2.2.9. Studiul eliberarii transdermice a calceinei
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3. Hidrogeluri dublu reticulate pe baza de CG si CP: Obtinere si caracterizare

Au fost obtinute si caracterizate, respectiv utilizate in scopul studiilor cinetice propuse, doua
tipuri de hidrogeluri care au drept componentd comuna chitosanul, iar ca parteneri gelatina, respectiv
poli(alcoolul vinilic).

Avand in vedere utilizarea acestor hidrogeluri in scopuri biomedicale, si data fiind
toxicitatea semnalatd de multi autori a AG [74], s-a optat pentru dubla reticulare - covalenta, respectiv
ionicd, care permite reducerea drastica a cantitdtii de reticulant covalent si inlocuirea sa cu un reticulant
ionic (sulfatul de sodiu, respectiv tripolifosfatul de sodiu) cu proprietiti de biocompatibilitate superioare
AG. Acest fapt este posibil data fiind natura substituientilor la catena de baza a chitosanului si a
gelatinei - grupe aminice - care in mediu slab acid cuaternizeaza transformandu-se Tn cationi amoniu ce
pot interactiona cu anionii din structura celor doi reticulanti amintiti.

Considerand prezenta in chitosan si gelatind a gruparilor aminice ca substituenti, precum si
faptul ca reactia de reticulare se desfasoara in mediu acid, in Figura 29 am prezentat schematic reactiile
ce pot avea loc intre ionii amoniu formati in mediu acid, atat cu reticulantul covalent, cat si cu cel ionic
(anionul sulfat in acest caz), si care conduc final la obtinerea unei structuri de tip retea

interpenetrata/interconectata.

Figura 29. Prezentarea schematica a structurii hidrogelurilor realizate prin reticulare ionica cu sulfat de sodiu, respectiv
covalenta cu AG cu formarea de grupari iminice, respectiv de cicluri acetalice si legaturi semiacetalice intre AG si
polimeri
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Cei doi polimeri naturali utilizati participa la ambele tipuri de reticulare, cu precizarea ca
numdrul puntilor create prin reticularea gelatinei este redus, datorita numarului mic de grupari aminice
pe care le poseda proteina in comparatie cu chitosanul. Tn  principiu, chitosanul poate participa la
reticularea covalenta atat prin gruparea aminica (cu formarea grupei iminice) cat si hidroxilicd (cu
formarea grupei semiacetalice), iar in cazul amestecurilor chitosan-poli(alcool vinilic) pot apare atat

legaturi semiacetalice cat si cicluri acetalice.

3.2. Caracterizarea prin spectroscopie FT-IR

Aspecte structurale privind hidrogelurile sintetizate au fost obtinute prin inregistrarea
spectrelor de absorbtie IR. Au fost caracterizati din acest punct de vedere polimerii de plecare, precum
si cate unul dintre fiecare tip de hidrogel sintetizat (chitosan/gelatind, reticulat ionic cu anioni sulfat,
respectiv tripolifosfat, precum si chitosan/poli(alcool vinilic) reticulat ionic cu anioni sulfat, respectiv
tripolifosfat).

Spectrele FTIR probeaza faptul cd reticularea, atdt ionica cat si covalenta a avut loc,

confirmand reactiile propuse anterior.

3.3. Studiul comportirii la umflare in PBS a hidrogelurilor dublu reticulate

Hidrogelurile pe bazd de chitosan/gelatina si chitosan/poli(alcool vinilic) au fost
caracterizate din punct de vedere al capacititii de umflare in solutie tampon fosfat pH=7.4, dat fiind ca
aceastd caracteristica influenteazd semnificativ procesul de eliberare prin difuzie a medicamentelor
incluse. Capacitatea de umflare a hidrogelurilor obtinute, evaluata prin gradul maxim de umflare atins
dupa 48 ore, este dependenta de tipul si cantitatea de agent de reticulare ionica, dar si de natura
polimerului partener la co-reticulare cu chitosanul.

Tn cazul hidrogelurilor pe bazi de CG, gradul maxim de umflare dupa 48 de ore depaseste
valoarea de 1200% ajungand pand la ~1700% pentru sistemele reticulate cu sulfat de sodiu. De
asemenea, umflarea este mai redusa cu cresterea cantitatii de chitosan, pe de o parte datoritd densitatii
de reticulare mai mari determinatd de numarul mai ridicat de grupe aminice (respectiv ioni amoniu)
participante la reticulare, pe de altd parte datorita hidrofiliei mai reduse a polizaharidului.

Hidrogelurile reticulate cu TPP, la care densitatea de reticulare este mult mai mare ca in
cazul sulfatului de sodiu, se constata o reducere substantiala a capacitatii de umflare.

In cazul hidrogelurilor pe bazi de CP se remarcd, pentru ambele tipuri de agenti de
reticulare ionici, amplificarea gradului maxim de umflare (la 48h). Tn cazul hidrogelurilor reticulate cu
Na,SO, gradul de umflare depaseste 7000%, ajungand pana la 9000%. Explicatia consta in faptul ca
poli(alcoolul vinilic), care substituie gelatina, nu poate participa la reticularea ionica astfel Tncét
densitatea de reticulare a retelei obtinute este mai joasa decat la hidrogelurile omoloage pe baza de CG.
Cresterea cantitatii de chitosan conduce si in acest caz la o retea mai densa, reducand ca urmare si
gradul maxim de umflare. Tn cazul hidrogelurilor obtinute prin reticulare cu TPP, gradul maxim de
umflare este inferior celui obtinut prin reticulare cu anioni sulfat, consecintd a unei densitati de

reticulare mai ridicate, dar nu variaza practic cu parametrii procesului de preparare.

3.4. Studiul cineticii de eliberare a calceinei din hidrogeluri
Din totalul de substanta activa inclus in filmele pe baza de CG reticulate covalent cu AG si
ionic cu sulfat de sodiu o cantitate de 50-65% din cea inclusa in filme este eliberata progresiv in
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supernatant timp de 5 zile. Trebuie remarcat faptul ca alura curbelor cinetice de eliberare este tipica
sistemelor difuzionale, observatia incluzand si faptul ca procesul de eliberare manifesta un ,,burst
effect” relativ la fel de intens pentru toate sistemele studiate. Parametrii luati in discutie nu influenteaza
semnificativ eliberarea calceinei. Dupa circa o saptamana procesul de eliberare se opreste.

Acelasi comportament se poate observa si in cazul sistemelor reticulate ionic cu TPP.
Cantitatea de calceind eliberata atinge valorile maxime dupa 5 zile. in acest caz se remarci o eficienti
de eliberare a calceinei mai ridicata pentru toate cele 4 sisteme obtinute.

Durata de eliberare a calceinei este considerabil redusa in cazul sistemelor ce contin PAV
asa cum se poate observa in Figura 37. Eficienta de eliberare se gaseste in acelasi interval insa apare
efectul de eliberare brusca a principiului activ inclus indiferent de tipul de agent de reticulare ionica
utilizat. Cantitatea maxima este eliberatd, in general, dupd maxim doud zile, pentru ambii reticulanti
ionici utilizati.
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Figura 37. Variatia in timp a eficientei de eliberare a calceinei din hidrogelurile martor
pe baza de CP reticulate ionic cu TPP in solutie PBS, pH=7,4

Eliberarea calceinei din hidrogelurile martor este influentatd, in principal, de prezenta
polimerului partener la co-reticulare. Poli(alcoolul vinilic) reduce semnificativ durata de viabilitate a
hidrogelului (de la o saptimana la 1-2 zile). Tn plus, utilizarea TPP-ului are ca efect cresterea cantititii

si deci a eficientei eliberarii calceinei din sistemele luate pentru analiza.
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4. Hidrogeluri pe baza de chitosan si CP obtinute prin reticulare cu AT

Un al doilea obiectiv al tezei de doctorat I-a constituit obtinerea de noi hidrogeluri utilizdnd
reticulanti total netoxici; pornind de la o indicatie din literatura privind capacitatea AT de a reticula
gelatina prin legaturi de hidrogen, ne-am propus realizarea unui studiu sistematic privind obtinerea unor
hidrogeluri pe baza de chitosan, reticulate cu acest polifenol. Pe langa eliminarea reticulantilor potential
toxici, utilizarea AT ar aduce si un aport suplimentar la activitatea biologica a unui astfel de hidrogel,
adaugand la cea a chitosanului actiunea antioxidanta binecunoscuta a polifenolilor.

4.1. Structura chimica a hidrogelurilor

Acidul tanic contine 10 molecule de acid galic. Prezinta o molecula de glucoza in centru ce
se leagd cu 5 molecule de acid galic prin 5 legaturi esterice. Aceste molecule de acid galic la randul lor
sunt legate la alte 5 molecule de acid galic prin legaturi esterice (Figura 38) [250]. Desi nu este un acid

carboxilic, este numit "acid" datorita gruparilor fenolice numeroase ce ii confera caracter puternic acid.
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Figura 38. Reprezentare schematica a procesului de reticulare a chitosanului de catre AT,

prin realizarea legaturilor de hidrogen

Desi legaturile de hidrogen angajate de reticulant cu cei doi polimeri nu sunt foarte
puternice, numarul lor ridicat confera stabilitate hidrogelurilor obtinute, nu doar in stare uscata ci si
umflata.

Tn principiu, fiecare dintre cele zece grupiri fenolice exterioare ale AT pot participa la
reticuldri. Din considerente sterice insd, doar o parte dintre acestea contribuie la formarea retelei, pe de

o parte datoritd conformatiilor limitate pe care le poate lua molecula din cauza prezentei a numeroase
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nuclee aromatice in structurd, pe de altd parte chiar datoritd distantei mici dintre gruparile —OH ale
chitosanului sau ale PAV ce nu permite nici participarea acestora in totalitate la reticulari.

4.2. Caracterizarea prin Spectroscopie FT-IR

Pentru a obtine informatii asupra structurii hidrogelurilor sintetizate, au fost selectate cateva
dintre filmele obtinute, spectrele FTIR inregistrate fiind discutate prin comparatie cu cele ale
polimerilor de plecare si ale reticulantului (reprezentate in absorbtie). Aceste spectre indica faptul ca in
compozitia hidrogelurilor se regasesc toate cele trei componente ale sistemului supus reticularii ceea ce
atesta existenta unor interactiuni ce retin componentele in structura hidrogelului.

4.3. Morfologia hidrogelurilor determinati cu ajutorul MEB
Filmele obtinute prin reticulare cu AT fost caracterizate din punct de vedere morfologic prin
Microscopie Electronicd de Baleiaj. Figura 41 evidentiazd aspectul suprafetei lor, pentru seria de

hidrogeluri pe baza de chitosan de masd moleculara ridicata, reticulate cu AT la diferite rapoarte molare
ale componentelor.

S‘u15WO 15.0kV x300 Slé
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Figura 41. Morfologia filmelor pe baza de HC reticulate cu AT (la rapoarte diferite intre parteneri)
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Prezenta in compozitia filmelor a unor cantitati mari de reticulant are ca efect obtinerea unei
suprafete rugoase (Figura 41.A). Aspectul rugos al suprafetei se atenueaza prin reducerea cantitatii de
polifenol, astfel incat filmele cu cantitate minima de reticulant au un aspect neted (Figura 41.D).

Pentru proba la care raportul amestecului de polimeri si reticulant a fost de 30 s-a realizat si
o fotografie care releva aspectul sectiunii acesteia. Este interesant de remarcat ca filmul manifesta un
aspect compact, lipsit de pori, informatie care este utild la elaborarea mecanismului de transport al
medicamentului prin hidrogel, bazat pe difuzia prin retea si nu prin porii acesteia. Desigur, mecanismul
anticipat trebuie validat prin testele de eliberare a principiului activ inclus in hidrogel.

Filmele pe bazd de chitosan in amestec cu PAV reticulate cu AT prezintd un aspect diferit
fata de cele discutate anterior. Relieful este mai putin rugos comparativ cu filmele pe baza de chitosan
reticulate cu aceeasi cantitate de AT, aspectul aparent poros dispare, dar la cantitati mari de reticulant
apar artefacte vizibile mai ales la raportul polimeri/AT=20. Explicatia poate fi legata de faptul ca PAV
participa in mai micd masurd la formarea legaturilor de hidrogen cu AT (nucleofilicitatea atomilor de
oxigen este mai redusa comparativ cu cea a atomilor de azot). in schimb, intervenind in formarea retelei
interpenetrate, el se poate intercala intre macromoleculele de chitosan si reticulant, impiedicand
participarea celor douda componente cu numarul maxim de grupe functionale ce pot interactiona.

4.4. Studiul degradarii termice a hidrogelurilor determinat prin ATG

Dintre tipurile de hidrogeluri obtinute in cadrul tezei de doctorat au fost selectate pentru
acest studiu cele pe baza de chitosan, respectiv chitosan/poli(alcool vinilic) reticulate cu AT. Curbele de
pierdere n greutate au fost Tnregistrate pentru intervalul de temperatura 25-700°C, in atmosfera de azot.
Analiza termica diferentiala evidentiaza stabilitatea superioara a filmelor pe bazd de chitosan fata de
polizaharid (Figura 43), dar mai redusa fata de cea a poli(alcoolului vinilic).

Este interesant de reamintit faptul cd pana la temperatura de aproximativ 40°C pierderea de
apa din hidrogeluri este inferioara chitosanului si nu depdseste 2%, efect important din punct de vedere
al aplicatiilor biomedicale (indeosebi in ceea ce priveste eliberarea de medicamente la nivelul pielii sau
pe cale transdermala cand retentia apei in cantitate cat mai mare si durata mai indelungata de aplicare la
nivelul pielii este de dorit).
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Figura 43. Curbele TG inregistrate pentru chitosan si hidrogeluri pe baza de chitosan
de masa moleculara mare reticulat cu AT
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4.5. Studiul comportirii in apa a hidrogelurilor reticulate cu AT

Fiind vorba despre hidrogeluri, matrici capabile sd includad/elibereze principii active
hidrosolubile prin difuzie, comportarea lor in solutii apoase este extrem de importantd. Au fost analizate
din punct de vedere al procesului de retinere a apei trei serii de filme, dintre care doua reprezentand
chitosan de doua mase moleculare reticulate cu AT, iar cea de-a treia reprezinta filme rezultate prin co-
reticularea de AT a unui amestec de HC/PAV.

O prima observatie o constituie aceea ca toate hidrogelurile prezintd capacitate ridicata de
retinere a apei, gradul maxim de umflare variind in functie de masa moleculara a chitosanului, de
cantitatea de agent de reticulare si de compozitia amestecului de polimeri (in cazul hidrogelurilor pe
baza de chitosan si PAV). Umflarea este practic instantanee, determinata desigur de caracterul hidrofil
al chitosanului. In majoritatea cazurilor, dupd retinerea unor cantititi mari de apa in primele 5-10
minute ale procesului, gradul de umflare nu mai variazd foarte mult in timp, valoarea maxima fiind
atinsd in cele mai multe cazuri dupa aproximativ doua ore.

Un prim grup de hidrogeluri analizate din acest punct de vedere Tl constituie cele pe baza de
chitosan de masa moleculara mare, in diferite rapoarte molare fatd de reticulant, precum si la durate
diferite (12, 18, respectiv 20 h). Analizand rezultatele prezentate Tn Figurile 48-50 se poate constata o
evolutie logica a gradului maxim de umflare in functie de cantitatea de AT- in sensul ca acesta creste
cu reducerea cantitatii de reticulant, ca urmare a scaderii densitatii de reticulare. Durata de reticulare nu
constituie un parametru de influenta a acestei caracteristici a hidrogelurilor. Urmarind valorile gradului
maxim de umflare pentru hidrogeluri cu acelasi raport molar C/AT nu se remarca scaderea
semnificativa a valorii acestuia cu cresterea duratei reticularii.

Pe majoritatea curbelor cinetice se poate identifica o valoare maxima a gradului de umflare,
mai mult sau mai putin accentuatd, functie de parametrii de obtinere a filmelor. Dupa atingerea
acesteia, gradul de umflare scade uneori drastic, mai ales in cazul hidrogelurilor cu densitate de
reticulare mai redusa. O astfel de situatie se Intalneste si la hidrogelurile reticulate chimic, fiind tipica
pentru cazul in care dupd o anumita durata sunt solubilizate fractiuni de masa moleculara mica ce nu
sunt prinse in reticuldri [254]. in cazul hidrogelurilor obtinute , speciile ce se pot solubiliza treptat fiind
indepartate la timpi mai mari din hidrogel, sunt AT si fractiile de polimer de masd moleculara mai
redusd (ce contin ca substituient ioni amoniu formati in solutia slab acida supusa reticuldrii) in virtutea

caracterului polidispers al polizaharidului.
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Figura 48. Variatia in timp a gradului de umflare functie de rapoartele molare HC/AT pentru
hidrogeluri pe baza de chitosan de masa moleculara ridicata obtinute la un timp de reticulare de 12h
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Figura 49. Variatia in timp a gradului de umflare functie de rapoartele molare HC/AT pentru
hidrogeluri pe baza de chitosan de masa moleculara ridicatd obtinute la un timp de reticulare de 18h
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Figura 50. Variatia in timp a gradului de umflare functie de rapoartele molare HC/AT pentru

hidrogeluri pe baza de chitosan de masi moleculari ridicata obtinute la un timp de reticulare de 20h

A doua categorie de filme analizate, cele pe bazd de MC reticulate cu AT au prezentat un
grad mai ridicat de eterogenitate. Ca o observatie generald, valorile gradului de umflare variaza in
domeniul 200-650%, functie de compozitia hidrogelului analizat si sunt putin reduse fata de cele
corespunzitoare hidrogelurilor obtinute din chitosan de masi moldeculara mare. in ceea ce priveste
influenta compozitiei de plecare in obtinerea hidrogelurilor asupra caracteristicilor de umflare se
confirma concluzia anterioard in sensul ca gradul de umflare, pe toata durata sa de evolutie, scade cu
cantitatea de reticulant.

Al treilea grup de filme analizate I-a constituit cel pe bazd de chitosan si PAV reticulat cu
AT. Rationamentul studierii lor 1-a constituit caracterul biocompatibil al PAV, pe de o parte, precum si
posibilitatea de a regla hidrofilia filmelor in sensul reducerii sale prin aportul de PAV. n plus, ambii
polimeri prezintd versatilitate in procesare si capacitatea de a forma filme in conditii moderate.
Prezenta PAV in compozitia filmelor reduce considerabil hidrofilia acestora, rezultatul fiind obtinerea
unor valori mult mai coborate ale gradului de umflare (Figura 54). Pastrand constant raportul molar
ntre polimeri, s-a urmarit influenta cantitatii de agent de reticulare constatindu-se ca hidrogelurile cu
continutul cel mai mare de AT se umfla cel mai putin in apa distilatd. Acest comportament este similar
cu cel observat in cazul filmelor din seria HCT; pentru filmele realizate la raport molar HC/PAV=1/1
(seria A), cresterea cantitatii de AT (de la amestec polimeric/acid tanic=50/1 pana la 30/1) nu are ca
efect o scadere prea mare a gradului de umflare.

Se confirma, la toate cele trei serii de hidrogeluri o concluzie stabilitd anterior, respectiv
reducerea evidentd a gradului de umflare cu cresterea cantitatii de polifenol. O ultima constatare o
constituie faptul ca la toate cele trei serii de filme se observa scaderea gradului de umflare la peste 200
de minute de la inceperea procesului, dar in proportie mai redusa decat in cazul filmelor doar pe baza
de chitosan. Nu este exclusa solubilizarea in timp a unor fractii de masa moleculara mai redusa de
PAV.
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Figura 54. Variatia in timp a gradului de umflare pentru hidrogeluri pe baza de CP (raport molar 3/1) functie de
diferite rapoartele molare polimeri/AT obtinute la un timp de reticulare de 20h

4.6. Studiul cineticii de eliberare a AT din hidrogeluri

in timpul studiilor de umflare a hidrogelurilor pe bazi de chitosan reticulat cu AT a fost
remarcata o diminuare a masei acestora dupa atingerea valorilor maxime ale gradului de umflare.
Fenomenul este datorat evident solubilizarii unei cantitdti mici din componentele care participa la
formarea retelei iar acest fapt este explicabil prin faptul ca legaturile care se stabilesc intre reticulant si
polimer in acest caz nu sunt de naturi covalents, ci legaturi mai slabe de hidrogen. In principiu, fractiile
solubile care se elibereazi din reteaua polimerica pot fi reprezentate de AT si chitosan. In consecinti, o
serie de filme provenind din chitosan de masa moleculara ridicatd au fost studiate din punct de vedere
al cineticii de eliberare a AT. Se impune a mentiona ca eliberarea partiala a AT poate fi consideratd
chiar ca fiind benefica, cunoscuta fiind activitatea biologica a acestui compus.

Analiza curbelor cinetice de eliberare permite urmatoarele concluzii. Cel putin pana la durata
de 8 zile, eliberarea AT se desfasoard conform unei cinetici tipice sistemelor difuzionale, cu un ”burst
effect” pronuntat in primele 3-4 ore ale procesului. Efectul este determinat, probabil, de eliberarea AT
de pe suprafata filmului sau din straturile superficiale ale acestuia unde moleculele de reticulant
participa la formarea retelei doar printr-un numar redus de grupe fenolice dintre cele 10 de care dispune.
Cantitatea de AT eliberata dupa 8 zile este in stransa corelare cu cea din compozitia amestecului supus
reticuldrii. Cu cat hidrogelul este mai putin reticulat cu atdt este mai susceptibil la eliberarea
reticulantului din matrice.
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Figura 57. Variatia in timp a eficientei de eliberare a AT in apa distilata din hidrogeluri obtinute din chitosan de masa
moleculard mare la rapoarte molare HC/AT diferite

Faptul ca dupa aproximativ 3-4 zile cantitatea de AT difuzata in supernatant incepe sa scada
este surprinzator aparent; fenomenul poate fi explicat insa prin hidroliza grupelor esterice din polifenol
cu formarea de molecule mai simple, precum acidul galic, care nu mai absoarbe Tn spectrul UV la
aceeasi lungime de unda ca AT. Acidul galic prezinta doud maxime de absorbtie situate la 220,
respectiv 260 nm, in timp ce AT absoarbe la 280 nm [143]. Spectrul UV-vis inregistrat calitativ pentru
supernatantul corespunzator hidrogelului HCTS5 prezintd o absorbtie slaba la aceste valori ale lungimii
de unda, proband aceasta ipoteza.

4.7. Studiul cineticii de eliberare a calceinei din hidrogeluri

Principala problema a suporturilor macromoleculare de tip hidrogel, din punct de vedere al
eliberdrii de medicamente, este difuzia rapida a medicamentelor de masa moleculara redusa din aceste
matrici, fapt ce se datoreaza dimensiunii ochiurilor retelei polimerice formate, mai mare decat
dimensiunea moleculelor de medicament. Este de asteptat ca un astfel de comportament sa se
inregistreze si in cazul hidrogelurilor obtinute prin reticulare cu AT.

Au fost studiate din punct de vedere al capacitatii de eliberare a calceinei hidrogeluri pe
baza de chitosan de masa moleculara ridicata, incéarcate cu calceind in faza de preparare a filmelor, si
imersate apoi in mediul de eliberare (solutie tampon fosfat - pH=7,4). Rezultatele sunt prezentate in
Figura 58.

Din analiza variatiei eficientei eliberdrii calceinei in timp din hidrogeluri se observa o
eliberare brusca a acestui principiu activ model in primele 24 de ore, observatie valabila atat pentru
hidrogelurile pe baza de C cat si pentru cele obtinute pe baza amestecului CP. Acest “burst effect” este
mai pronuntat in cazul hidrogelurilor cu cantitati mici de agent de reticulare. Procesul de eliberare
continua intens timp de aprox. 24 ore, mai ales la hidrogelurile cu putin AT in compozitie. De exemplu,
hidrogelul obtinut la un raport molar polimer/reticulant de 50/1 elibereaza aprox. 90% din calceina
inclusa n mai putin de 24 de ore.

“Burst effect”-ul si, in general eficienta procesului de eliberare diminueaza cu gradul de
reticulare al hidrogelului, efect logic avand in vedere difuzia incetinita a principiului activ prin retele
mai dense; de mentionat buna corelare a acestor rezultate cu cele privind umflarea hidrogelurilor Tn
apa.
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De o maniera similara se comporta hidrogelurile pe baza de chitosan si PAV, insa cele mai
puternic reticulate prezinta o capacitate de eliberare mai redusa si mai prelungita, fapt pus pe seama
retelei IPN formate.
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Figura 58. Variatia in timp a eficientei de eliberare a calceinei din hidrogeluri pe baza de chitosan de masa moleculara
inaltd functie de diferite rapoarte molare polimer/reticulant

4.8. Citocompatibilitatea hidrogelurilor reticulate cu AT

Viabilitatea celulelor aflate Tn contact cu hidrogelurile preparate s-a mentinut in limite care
semnifica un comportament non-citotoxic al materialelor. O usoara scadere a numarului de celule din
culturile de celule experimentale poate fi cauzatd de degradarea mecanica locald determinata de
prezenta materialului de consistenta dura (Figura 60).
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Figura 60. Viabilitatea celulara la 24h, respectiv 48h

Nu exista diferente semnificative de morfologie celulara intre celulele incubate cu
biomaterialele testate si culturile de control. In culturile experimentale nu existi semne de apoptoza
celulard sau modificari de forma si numar de nucleoli in nucleu (Figura 61).
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Figura 61. Imagine microscopicd a celulelor in absenta (A) si prezenta unui film pe baza de HC reticulat cu AT
(HCT2) (B)

Pe baza rezultatelor obtinute in urma testelor de citotoxicitate se evidentiaza faptul ca
materialele utilizate nu sunt citotoxice si nu elibereaza substante citotoxice care sd influenteze negativ
proliferarea celulard, confirmand astfel posibilitatea utilizarii acestor hidrogeluri in aplicatii
biomedicale.

4.9. Studiul eliberérii transdermale a calceinei

Una din potentialele aplicatii ale hidrogelurilor obtinute in cadrul studiului este aceea de
suporturi de medicamente utilizabile sub forma unor plasturi cu aplicare cutanata. Un tip de patologie
pe care am avut-o in vedere este arsura de gradul 3 si gradul 4 (cele mai grave) care necesitd aplicarea
unor pansamente incdrcate cu diverse molecule active (antibiotice, analgezice) cu rolul de a bloca
pierderile de lichide din organism, a absorbi exudatul si a proteja rana de infectiile secundare [140].
Aceste pansamente necesitd indepartarea de pe piele la intervale de timp regulate si igienizarea locala.
Procesul este complex, dureros si costisitor, de aceea, un material biocompatibil cu o duratd de
viabilitate prelungitd, ce prezinta adezivitate si proprietati hemostatice (gratie utilizarii polizaharidului),
proprietati antibacteriene, antioxidative, antimicrobiane si hemostatice (aport al polifenonului) aplicat
pe arsura dupa incdrcarea prelabild cu medicamente este incd subiect de intense cercetari.

Au fost selectate pentru acest studiu cinetic transdermal al calceinei in vitro un hidrogel pe
baza de chitosan reticulat cu AT si sistemul complex hidrogel-lipozomi-calceind constituit pe baza sa.
Criteriul acestei alegeri I-a constituit faptul cd hidrogelul analizat, cu gradul de umflare cel mai redus
(aproximativ 200%), a prezentat cel mai redus “burst effect” din seria de hidrogeluri HC-AT. Un al
doilea hidrogel analizat a fost HCTS, caracterizat de prezenta celei mai mici cantitati de AT, cand s-a
constatat ca eliberarea este practic totala dupa 24 ore, cu un “burst effect” foarte pronuntat. Rezultatele
au fost in foarte bund concordanti cu cele prezentate in subcapitolul 4.7. Studiul cineticii de eliberare a
calceinei din hidrogeluri.

Figura 62 prezinta curbele cinetice de eliberare obtinute pentru hidrogelul HCT2 si sistemul
complex realizat pe baza acestuia.
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Figura 62. Variatia in timp a eficacitatii eliberarii calceinei dintr-un hidrogel pe baza de chitosan reticulat cu acid tanic,
si sistemul complex hidrogel-lipozomi-calceina constituit pe baza sa

Studiul efectuat probeazad intarzierea eliberarii calceinei, la fel ca in cazul rezultatelor
prezentate Tn subcapitolul 4.7. Compusul model este eliberat din hidrogel cu ,,burst effect”pronuntat pe
durata primei zile de experiment, in cantitate practic totala dupa 8 zile.

Dupa cum era de asteptat, cinetica este mult mai lentd atunci cand eliberarea se face din
sistemul complex, eficienta fiind mult redusa dupa acelasi interval de timp; important este faptul ca s-a
eliminat practic total ,burst effect”-ul putdndu-se vorbi, practic, de o cineticd de ,ordin zero”,
dezideratul oricarui proces de eliberare controlatd a medicamentelor.

Trebuie mentionat faptul ca Tn compartimentul celulei Franz, de unde sunt prelevate din timp
in timp probele pentru dozarea cantitétii de calceina eliberatd, testul cu Triton X-100 nu a condus la
rezultate concludente privind prezenta lipozomilor integri - valoarea ,latency” a fost nuld, chiar
negativda in unele situatii. Rezuld in mod evident ca lipozomii eliberati din matricea hidrogelului se
elibereaza imediat la iesirea din aceasta sau intalnind rezistenta membranei care simuleazd derma,
aceasta permitdnd doar trecerea moleculelor a caror greutate molecularda nu depaseste valoarea de
16.000.

In concluzie, apreciem ci sistemele complexe pe bazi de hidrogeluri ale chitosanului
reticulat cu acid tanic, incarcate cu lipozomi care incapsuleazd calceind - si prin extrapolare,
medicamente hidrosolubile - sunt caracterizate de o cinetica de eliberare mult mai bine controlata atat
din punct de vedere al cantitatii de principiu activ, cat, mai ales, al vitezei cu care acesta este eliberat.
Acest rezultat confirma, o data in plus, justetea ipotezei de lucru care a stat la baza elaborarii tezei.
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5. Sisteme complexe pe baza de polimeri-lipozomi-medicament

Utilizarea hidrogelurilor Tn diferite domenii ale tehnologiei dar Tn particular ca biomateriale
este determinata de proprietatea lor unicd de a manifesta comportament intermediar materialelor lichide
si solide. Caracterul hidrofilic al polimerilor din care hidrogelurile sunt realizate le asigura capacitatea
de a retine cantitati mari de apa si, in acelasi timp, substante bioactive dizolvate in apa. Dezvoltarea
acestor materiale a evidentiat de-a lungul timpului mai multe dezavantaje: capacitatea redusa de a retine
medicamente, abilitatea de a incarca numai medicamente solubile in apa sau in amestecuri apa-alcool si
eliberarea compusului activ cu un “burst effect” pronuntat. Acestora li se adauga caracterul toxic al
reticulantilor folositi, in special al celor covalenti, ce implica operatii de purificare costisitoare si de
lunga durata. Principalul mecanism de eliberare a medicametelor este difuzia prin matricea polimerica,
in principal conform legii lui Fick [166] dar adesea perturbatd de factori ca densitatea de reticulare,
interactiunea medicamentului cu suportul polimeric, porozitatea matricii, etc. Introducerea unei bariere
suplimentare n procesul de eliberare a medicamentului poate fi o posibilitate de a controla cinetica de
eliberare prin reducerea sau eliminarea “burst effect”-ului. Tncapsularea medicamentului ntr-un
rezervor a carui membrand poate constiui o bariera suplimentard poate reprezenta o solutie pentru
controlul procesului cinetic. Aceste rezervoare pot fi reprezentate de micro/nanocapsule cu o capacitate
de incarcare mai mare decat a micro/nanoparticulelor pline de aceeasi dimensiune. O categorie aparte de
nano-rezervoare este reprezentatd de lipozomi, vezicule lipidice auto-asamblabile, biocompatibile, ce
pot incapsula atdt medicamente hidrofile cat si hidrofobe. Principalul lor dezavantaj este instabilitatea
biochimica §i mecanica ce nu le permite sa reziste in torentul sanguin. De aceea, includerea lipozomilor
in matrici polimerice combina avantajele celor doua tipuri de transportori, conturand o cale de a modela

cinetica de eliberare a medicamentelor ceea ce reprezinta obiectivul principal al tezei de doctorat.

5.1. Caracterizarea si selectarea lipozomilor
Obiectivul principal al cercetarilor a fost elaborarea unor suporturi polimerice de tip hidrogel
pentru controlul eliberarii medicamentelor la nivelul pielii, suporturi implantabile sau adezive eligibile
de a creste considerabil precizia de eliberare prin tintirea medicamentelor direct la locul de actiune
precum si de a asigura o vitezd de eliberare constanta si adecvata eliberarii transdermice pe o durata de
timp indelungatd. Acest lucru este posibil prin utilizarea lipozomilor, care datorita efectului EPR
prezinta capacitatea de a se acumula in tesuturi inflamate sau canceroase ce au o permeabilitate crescuta
pentru nanoparticule in comparatie cu tesuturile viabile [198]. Colectarea lipozomilor de catre
macrofagele sistemului imun poate fi utilizata ca o alta metoda pasiva pentru elaborarea de vaccinuri pe
baza de lipozomi [188].
Tn studiul de fata au fost obtinuti lipozomi de tip SUV, a caror diametru si polidispersitate au
fost determinate cu ajutorul analizatorului de particule Shimadzu - Sald 7001. Diametrul acestora a fost
de 120£14 nm iar polidispersitatea relativ ingusta (Figura 63).
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Figura 63. Curba de distributie a lipozomilor SUV

5.2. Studii cinetice de eliberare a calceinei din sisteme complexe

5.2.1. Studiul eliberarii calceinei din sisteme complexe dublu reticulate

Asa cum era de asteptat, atunci cand principiul activ model a fost imobilizat in lipozomi, iar
acestia la randul lor au fost inclusi in matricea de hidrogel, cinetica se modifica in sensul ca eliberarea
are loc intr-o manierd controlatd si prelungita. Datoritd faptului ca principiul activ a fost inclus in
filmele polimerice atat sub forma de lipozomi cat si in stare libera (suspensia de lipozomi inclusa in film
a prezentat, Tn toate cazurile, un latency de peste 90% ceea ce inseamna ca o cantitate de calceina libera
a fost mereu prezentd in suspensia utilizatd), in primele momente ale eliberarii se observa un ,,burst
effect” diminuat specific sistemelor clasice de eliberare ce consta in eliberarea rapida si necontrolata a
unei cantitati Insemnate de compus. Acest fapt este datorat eliberdrii calceinei libere din masa
hidrogelului dar mai ales din zonele dinspre suprafata. in cazul sistemelor de fatd acest fenomen poate fi
prevenit prin purificarea suplimentard a lipozomilor obtindndu-se un profil de eliberare mai bun (luand
in considerare volumul mai mare al lipozomilor in comparatie cu cel al calceinei ce are implicatii in
procesul de difuzie).

Valorile cantitatii totale de calceind eliberata (atat incapsulatd in lipozomi cat si liberd) in
supernatant se situeaza in intervalul 4-9%. Ceea ce este interesant in acest caz este faptul ca aceastd
cantitate de calceina este in continud crestere chiar si dupa o perioada de timp indelungata. Acest fapt se
datoreaza utilizarii lipozomilor ce prezinta capacitatea de a difuza treptat prin matricea polimerica.
Difuzia este dictata de ochiurile retelei polimerice ce restrictioneza deplasarea acestora. Hidrogelurile
obtinute prezintd un efect protectiv pentru lipozomii dispersati in masa hidrogelurilor, o buna parte din
ei ramanand intacti pe toata durata studiului efectuat.

Mai mult decat atdt, parametrii variati in timpul procesului de obtinere a hidrogelurilor
determind un comportament cinetic logic. Datoritd caracterului hidrofilic mai pronuntat al gelatinei in
comparatie cu chitosanul, sistemele cu un continut mai ridicat de chitosan reduc difuzia calceinei si a
lipozomilor.

Cresterea cantitatii de polizaharid in sistem scade gradul de eliberare al principiului activ si
in cazul hidrogelurilor obtinute prin reticulare ionicd cu TPP. La cresterea cantitatii de chitosan in
amestecul de plecare se obtine reducerea concentratiei de calceina in supernatant pentru toate cele trei
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probe cu continut mai mare de polizaharid evidentiind si de aceastd data caracterul hidrofil pronuntat al
gelatinei.

in ceea ce priveste influenta tipului de agent de reticulare ionic se poate observa capacitatea
de eliberare mai redusa in cazul sistemului reticulat cu TPP (cu exceptia probei CG-T1) desi, teoretic, la
cantitatile utilizate agentii de reticulare sunt capabili sd lege acelasi numar de grupari aminice protonate.
Functionalitatea mai mare a TPP-ului fatd de sulfatul de sodiu se concretizeaza prin retentia prelungita
in matrice a lipozomilor. Acest fapt este in contradictie cu eliberarea calceinei din hidrogelurile martor
unde TPP-ul determina eliberarea brusca si ampla a materialului dispersat. Acest comportament poate fi
pus pe diferenta in dimensiuni a celor doud materiale incapsulate. Aceasta concluzie este valabilad pentru
toate rapoartele masice intre cei doi polimeri. Mai mult decat atat, burst effect,,-ul care apare la
sistemele reticulate cu Na,SO, este Tnlocuit de eliberare treptata si prelungita a principiului activ, asa
cum se poate observa in Figura 66.
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Figura 66. Variatia in timp a eficientei de eliberare a calceinei din filmele pe baza de CG reticulate cu AG/TPP

in cazul sistemelor CP reticulate dublu cu AG si Na,SO,4/TPP s-a urmarit influenta raportului
intre polimeri si a tipului de agent de reticulare ionic@ asupra proprietatilor de eliberare a principiului
activ hidrofil model din matrice. Comparand cineticile de eliberare a calceinei din hidrogelurile
reticulate ionic cu Na,SO, se observa faptul ca gradul de eliberare a calceinei scade concomitent cu
reducerea raportului CP punand in evidentd de aceasta datd hidrofilia polizaharidului care este mai
insemnatd decat cea a PAV. Plecand de la o cantitate de 10% PAYV in sistem si pand la 20% acest
polimer reduce progresiv gradul de umflare si, respectiv, de eliberare a calceinei in supernatant.
Exceptia este datd de CP-S4 cu un continut de 25% PAV in amestecul polimeric al carui grad de
umflare nu mai urmeaza tendinta anterioara de reducere a capacitatii de eliberare a principiului activ.
Cinetica ce apartine hidrogelului cu 25% PAV in sistem se situeazd deasupra cineticii corespunzatoare
probei cu o concentratie de 10% PAV. El-Hefian si colab. au obtinut amestecuri CP si au determinat
gradul de umflare al acestor hidrogeluri [252]. Pana la atingerea unui continut de 30% PAV in sistem
acest polimer reduce gradul de umflare al filmelor obtinute insa, dupa depasirea acestui prag (probele cu
40 si 50% PAV), polimerul sintetic creste gradul de umflare al hidrogelurilor. Asadar, continutul de
PAV nu imprima o relatie de linearitate directa umflarii, respectiv eliberarii calceinei din hidrogelul
format ci numai in anumite intervale de concentratie.
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Figura 68. Variatia in timp a eficientei de eliberare a calceinei din filmele pe baza de CP reticulate cu AG/TPP

5.2.2. Studiul eliberarii calceinei din sisteme complexe obtinute prin reticulare cu AT

Asa cum a fost aratat in capitolul anterior, sistemele compozit hidrogel-lipozomi au capacitatea
de a reduce “burst effect”-ul prezent pe curbele cinetice de eliberare a unui principiu activ model
hidrofil din hidrogel, in cazul in care densitatea de reticulare a acestei retele este suficient de mare
pentru a incetini difuzia lipozomilor. De aceea reducerea cantitatii de compus activ in primele zile ale
studiului a fost mai evidenta in cazul sistemelor reticulate cu TPP, capabil de a forma hidrogeluri mai
puternic reticulate.

Dintre toate hidrogelurile reticulate cu AT obtinute §i caracterizate au fost selectate cele pe
baza de chitosan de masa moleculara inalta si cele pe baza amestecului CP la raport molar CP de 3/1.
Caracterizarea din punct de vedere al capacitatii de umflare in medii apoase a hidrogelurilor obtinute
prin reticulare cu AT a evidentiat un grad de umflare mai redus al acestor matrici polimerice in
comparatie cu hidrogelurile obtinute prin dubla reticulare caracterizate anterior. Densitatea de reticulare
mai mare sugerata de aceste rezultate se concretizeaza in reducerea substantiald a cantitatii de calceina
eliberata din hidrogel, fie libera, fie transportata de lipozomi.

Figura 69 prezintd curbele de variatie in timp a eficientei eliberarii calceinei pentru
hidrogelurile pe baza de chitosan. Se poate constata, asemanator sistemelor complexe dublu reticulate,
reducerea pronuntata a “burst effect”-ului pana la disparitia sa; totodata, eliberarea calceinei este mult
intarziata, eficacitatea procesului variind in limitele 5-7 % (functie de raportul HC/AT) dupa 21 de zile.
Familia celor 4 curbe de eliberare se plaseazd intr-0 ordine logica, eficienta eliberarii reducandu-se
odata cu cantitatea de reticulant, respectiv cu densitatea de reticulare, in deplina concordanta cu curbele
cinetice de umflare prezentate Tn paragraful 4.5.
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Figura 69. Variatia in timp a eficientei de eliberare a calceinei din hidrogeluri

pe baza de C reticulate cu AT

Parametrul de integritate lipozomala arata faptul céd in primele 7 zile lipozomii ajung intacti in
supernatant intr-o proportie ridicata, destabilizand-se aici si eliberand calceina (Figura 70).

Surprinzator este insa faptul ca hidrogelurile mai puternic reticulate prezinta valori ale acestui
parametru mai mari. Ar fi fost de asteptat ca hidrogelurile cu retele mai laxe sa elibereze mai usor
lipozomii SUV incarcati, si nu cele mai puternic reticulate. Pentru explicarea acestui efect avansam
urmatoarea ipoteza, care porneste de la precizarea semnificatiei parametrului de stabilitate lipozomala —
latency. Valoarea acestuia exprima, in fapt, care este procentul de calceind din cantitatea totala eliberata,
care a provenit din lipozomi. Dupa cum s-a constatat din studiul cinetic al eliberararii calceinei inclusa
direct in hidrogelurile reticulate cu AT, cele mai mici cantitati de compus se elibereaza (si cu viteza cea
mai redusd) din retelele cele mai reticulate (cu cantitate maxima de polifenol); aceasta concluzie este
confirmata de rezultatele obtinute pentru sistemele complexe (Figura 69). In cantitatea totald eliberati
regasim atat calceina eliberata din retea sub forma liberd, cat si incapsulata in lipozomii ce ajung intacti
inafara matricii. Intrucat eficienta eliberarii calceinei incluse direct in hidrogeluri este redusi la cele
puternic reticulate, este logic sa presupunem ca si in sistemele complexe se elibereaza cantitatea cea mai
redusa de calceind in forma libera. In aceste conditii, chiar dacd numarul de lipozomi ce difuzeazi prin
matrice ajungand intacti la exterior este redus, ponderea calceinei pe care o poarta (si care este eliberata
din acestia prin tratarea cu tensioactivul Triton X-100) poate fi ridicata (ajungand pana la aprox. 40 %
din total, Figura 70). Pe masurd ce densitatea retelelor scade, se elibereaza tot mai multd calceina in
forma libera astfel incat ponderea celei eliberate in lipozomi (chiar in conditiile cresterii numarului
acestora care ajung intacti in supernatant) se reduce (scade latency).

O altd observatie importanta este aceea cd, indiferent de compozitia hidrogelurilor, “burst
effect”-ul dispare iar eliberarea este mult prelungita fata de hidrogelurile de control in care calceina a
fost inclusa in stare libera.

Sciderea treptatd a valorii latency-ului in timp poate fi explicata astfel. In primele zile ale
procesului, difuzeaza spre exteriorul matricii indeosebi lipozomii imobilizati in straturile sale
superficiale, numarul acestora fiind ridicat. La durate mai mari ale procesului, Tndeosebi peste 7 zile,
ajung in exteriorul matricii lipozomii din straturile interne care, pe de o parte sunt din ce in ce mai putin
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numerosi, iar pe de altd parte intdmpind rezistenta tot mai mare a straturilor groase ale retelei,
destabilizdndu-se chiar in hidrogel cu eliberarea calceinei. Se explica astfel de ce, desi latency-ul scade,

cantitatea de calceina eliberata (exprimata prin eficacitatea eliberarii) creste continuu.
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Figura 70. Parametrul de integritate lipozomala corespunzator hidrogelurilor HC-AT

Eliberarea din film si mentinerea integritatii acestor lipozomi devin importante daca se
intentioneaza utilizarea acestor hidrogeluri cu lipozomi purtitori de medicamente in terapia tintita
pasivd. in caz contrar, lipozomii indeplinesc numai rolul de barierd suplimentard in difuzia
medicamentelor, intarziind eliberarea acestora din hidrogeluri (pansamente cu substante active
utilizabile n terapia arsurilor, de exemplu).

Un comportament asemanator este reliefat de hidrogelurile corespunzatoare amestecului CP.
Eficienta de eliberare este mai redusa in acest caz, valorile maxime fiind atinse de hidrogelurile slab
reticulate (maxim 5%) (Figura 71). Se pastreaza insd ordinea de dispunere a curbelor cinetice in acest
set de sisteme, in sensul cé eficacitatea eliberdrii scade cu cresterea cantitatii de reticulant. Capacitatea
acestor hidrogeluri de a se umfla in apa este mai redusa decat a celor doar pe bazd de chitosan si de
aceea a fost inregistrata o cantitate de calceind inferioara celei corespunzatoare hidrogelurilor C-AT.
Eliberarea calceinei din filmele martor a prezentat diferente asemanatoare in ceea ce priveste variatia

eficacitatii procesului in functie de compozitia filmelor.
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Figura 71. Variatia in timp a eficientei de eliberare a calceinei din hidrogeluri
pe baza de CP reticulate cu AT

Prin urmare, rezultatele prezentate indica clar faptul ca densitatea de reticulare joaca un rol
important In difuzia prin matrice atat a calceinei cét si a lipozomilor incircati cu calceina. In vederea
prelungirii eliberarii de principii active din matrici polimerice de tip hidrogel utilizarea lipozomilor ca
bariera suplimentara este o metodd eficace. Acest procedeu a condus in cazul sistemelor de fatd la o
eliberare a principiului activ apropiata de cea liniara si deci conforma cineticii de ordin zero [205].
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Figura 72. Parametrul de integritate lipozomala corespunzator hidrogelurilor CP reticulate cu AT
La fel ca si in cazul filmelor pe bazd doar de chitosan, valoarea cea mai ridicatd a
parametrului de stabilitate lipozomald se inregistreaza pentru filmele cele mai reticulate, explicatia

posibila fiind cea anterioard. De asemenea, cu cresterea duratei procesului, valoarea latency-ului se
reduce, in unele momente fiind chiar nula. Este posibil ca, mai ales la durate de peste 14 zile, lipozomii
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sa nu mai ajungd intacti in afara matricii polimere, destabilizandu-se in interiorul acesteia si
determinand difuzia Tn continuare a calceinei doar in forma libera.

5.3. Modelarea matematici a cineticii de eliberare a calceinei din hidrogeluri

Rezultatele experimentale prezentate in capitolele anterioare au demonstrat posibilitatea
obtinerii unor sisteme complexe de tip matrice polimera-lipozomi-medicament, caracterizate de
atenuarea “burst effect”-ului, necontrolat, si capabile de a elibera medicamentul hidrosolubil model ales
pentru studiu — calceina, de 0 manierd mult mai bine controlata, pe tot intervalul procesului.

Fiind vorba despre un sistem complex, in care la eliberarea principiului activ concura mai
multe fenomene, ne-am propus ca pe baza rezultatelor experimentale obtinute s stabilim care este cel
mai adecvat model matematic, respectiv ecuatie cineticd, pentru a-l descrie. Am intentionat ca pe baza
acestuia sa obtinem informatii asupra mecanismului de transport al medicamentului prin reteaua
polimerului, respectiv sa validam pe cel formulat in capitolele anterioare.

Matricile polimere in care se includ/incapsuleazd medicamente pot fi formulate in diferite
moduri, dar indiferent de forma lor, ele trebuie sa fie biocompatibile, biodegradabile si, desigur, sa aiba
capacitatea de a elibera controlat principiul activ. Vorbind despre acest ultim aspect, trebuie sa avem in
vedere relatia dintre administrarea medicamentului cat mai eficientd, la un nivel care sa nu depaseasca
pe cel terapeutic pentru a nu intra Tn domeniul toxic, dar nici prea coborat, situat in domeniul
subterapeutic; ca urmare, trebuie sd avem o imagine cat mai corectd a manierei in care se elibereaza
principiul activ, respectiv sa cunoastem foarte bine cinetica procesului.

Literatura este generoasa in lucrari care au ca scop identificarea functiilor matematice care
fiteazd cel mai bine datele cinetice ale procesului de eliberare pentru sisteme polimer-medicament,
foarte variate din punct de vedere al compozitiei si al formularii. Multe dintre acestea sugereaza ca
cinetica eliberarii este influentatd de factori precum masa moleculard a polimerului [256], chimismul
procesului de obtinere a matricii [257], pH-ul in care decurge procesul [258], dimensiunea particulelor,
dacd matricea este formulatd astfel [259], capacitatea de umflare a matricii polimere Tn mediul de
eliberare [260], eroziunea matricii [261], difuzia [262], interactiile fizice dintre medicament, matrice
polimera si mediul de eliberare. Aceste efecte nu actioneaza independent, interferand de cele mai multe
ori ceea ce face imposibila tratarea lor separata, ci in interdependenta, cumuland efectele produse. Prin
urmare, multitudinea de fenomene care apar in cursul procesului de eliberare si interdependenta dintre
ele determind complexitatea sistemului analizat si complica foarte mult analiza teoretica.

Tncepand de la modelul lui Higuchi [263] aplicabil sistemelor implicand matrici polimere
care nu se umfla, deci controlate de difuzie (ecuatia 8), au fost propuse ulterior numeroase modele
bazate pe fenomene singulare precum umflarea, eroziunea sau dizolvarea - modele care, luand n
considerare cel mult doud fenomene ce decurg concomitent, conduc la ecuatii matematice simple care

satisfac mai mult sau mai putin datele experimentale:

” ®
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unde M, si M sunt cantititile cumulate de medicament eliberat la timpul t si la infinit, iar

kH este o constantd caracteristica sistemului.

Majoritatea ecuatiilor propuse apeleaza la legi ale puterii, descriind cinetica eliberarii din
diferite tipuri de matrici. Un exemplu tipic este modelul empiric propus de Peppas (ecuatia 9) [264]:

Mo et ©

unde M, si M _ au aceeasi semnificatie ca in ecuatia lui Higuchi, k este un parametru obtinut

experimental (prin analogie cu o reactie chimica, el exprima constanta vitezei procesului de eliberare)
iar n este un numar real, care poate oferi indicatii si asupra mecanismului de eliberare. Daca are loc o
difuzie Fickiana, n este egal cu 0,5 (pentru un film subtire), 0,45 pentru o matrice cilindrica respectiv
0,43 pentru o matrice sferica. Cand n depaseste aceste limite, transportul medicamentului prin matrice
se realizeaza prin difuzie non-Fickiana.

Ecuatia lui Peppas este de fapt o aproximare a solutiei legii lui Fick, fiind valabila doar pana

la un raport M ) /M _= 0,6, deci pana cand aprox. 60% din medicamentul incércat in matrice a fost

eliberat. Ecuatia lui Peppas trebuie utilizata insa cu prudentd pentru a clasifica mecanismul de eliberare
pe baza valorii lui n. De exemplu, se cunoaste deja ca, in ciuda unei difuziei Fickiene prin matrice,
conditiile de granita cum ar fi prezenta unei suprafete netede a matricii din care se face eliberarea, dau
nastere unei eliberdri caracterizate de o valoare a lui n mai mare decét 0,5.

S-a propus o0 noua ecuatie de catre Peppas si Sahlin [265], care cupleaza contributia difuziei

Fickiene cu cea non-Fickiana sub o forma liniara (ecuatia 10).
MJM,.= kyt" . ky £ (10)

unde k; si ko sunt constante corespunzatoare contributiei Fickiene si, respectiv non-Fickiene.
O alta alternativa pentru descrierea profilelor de eliberare este bazata pe utilizarea empirica a
functiei Weibull (ecuatia 11) [266]:

M/M..= 1 — exp(-at®) (11)

unde a si b sunt constante.

Desi aceasta functie este aplicata frecvent pentru analiza proceselor bazate pe dizolvare si
eliberare, ea a fost criticata pentru lipsa unei baze cinetice in utilizarea sa, respectiv pentru natura ne-
fizica a parametrilor pe care ii implicd [267]. Literatura prezinta insad o serie de Incercari pentru a creste
performantele acestei functii si a valida utilizarea sa [268].

O abordare alternativa, care reduce numarul de aproximari necesare in cazurile anterior
prezentate o constituie cea bazata pe teoria fractalilor [269], justificatd de faptul ca polimerii, atat cei
naturali cat si sintetici, pot fi inclusi in categoria materialelor a caror structurd poate fi descrisa prin
intermediul geometriei fractale [270]. Utilizand tehnica de simulare Monte-Carlo pentru studiul

eliberdrii medicamentelor prin difuzie, s-a stabilit cd ecuatia Weibull descrie bine toatd curba de
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eliberare cand procesul decurge prin mecanismul difuziei Fickiene, in spatiu fractalic [271].
Deocamdata, aplicabilitatea acestui model este insd restransa doar la procesele de eliberare a
medicamentelor din matrici polimere, controlate dominant de difuzie.

Aceste consideratii teoretice bazate pe informatiile din literatura consultata ne-au servit
pentru a aborda modelarea matematica a cineticii de eliberare a calceinei din hidrogelurile obtinute,
respectiv a sistemelor complexe hidrogel-lipozomi-calceind in sensul stabilirii modelului cel mai
adecvat si a gasirii termenilor si coeficientilor specifici ecuatiilor ce modeleaza cinetica pentru fiecare
dintre cazurile analizate.

De la bun inceput a fost exclus modelul si ecuatia cinetica a lui Higuchi, care se aplica
sistemelor care nu sufera procesul de umflare in apa, respectiv in medii fiziologice, fiind utilizat doar la
descrierea celor bazate pe utilizarea de matrici practic hidrofobe, in care singurul mecanism de transport
al medicamentului 7l constituie difuzia. Tn mod logic, un astfel de model nu poate fi aplicabil sistemelor
matriciale de tip hidrogel, indiferent de modul in care se realizeaza reteaua tridimensionala.

Utilizarea celorlalte trei modele discutate anterior a permis stabilirea unor ecuatii care
descriu procesul, ai caror coeficienti de corelare au permis o noua selectie. Astfel, valori mai mici in
general, variind aleator si intre limite largi in cadrul fiecareia dintre seriile de hidrogeluri analizate, au
fost obtinute prin aplicarea modelului Peppas-Sahlin. In consecinti, s-a renuntat si la utilizarea acestui
model pentru cazul de fata, mai ales ca el este aplicabil, conform lucrarilor consultate, la sisteme
formulate ca cilindri, sfere sau discuri, si nu la filme subtiri.

Modelele Weibull si Peppas au aproximat cel mai bine datele experimentale obtinute pentru
toate hidrogelurile si sistemele complexe obtinute, proband coeficienti de corelare ridicati.

Dupé cum s-a mentionat anterior, ecuatia Weibull aproximeaza foarte bine datele cinetice pe
tot domeniul experimental, pe numeroase sisteme la care a fost aplicatd. Pusi in fata situatiei de a alege
unul dintre cele douda modele, am optat insd final pentru modelul Peppas, argumentele fiind
urmatoarele:

- ecuatia Weibull are aplicabilitate doar pentru sistemele controlate de difuzie si
dizolvare, pentru care a si fost conceput modelul, in timp ce ecuatia Peppas este
aplicabila si sistemelor controlate de eroziunea matricii, celor controlate de difuzia prin
pori precum si celor in care se manifesta diferite tipuri de interactii intre medicament si
matricea polimera;

- termenii si exponentii ecuatiei Weibull nu au o semnficatie fizica, pe cand cei ai
ecuatiei Peppas, indeosebi exponentul, in functie de valoarea sa, ofera indicatii asupra
mecanismului de transport, respectiv eliberarii acestuia din matricea polimerica.

Exista insa si dezavantajul faptului ca ecuatia Peppas isi dovedeste valabilitatea, respectiv
aproximeaza bine datele cinetice doar pe intervalul de timp pana la care medicamentul se elibereaza in
proportie de 60-65 %.

Analiza avantajelor si dezavantajelor oferite de cele doua modele matematice ne-au
determinat ca in final sd optam la clasicul model §i ecuatie Peppas pentru descrierea cineticii de
eliberare a calceinei din toate hidrogelurile si sistemele complexe studiate, pentru compararea acestora
si elaborarea unor ipoteze privind mecanismul de transport al calceinei ca exponent al unui medicament
hidrosolubil, din matricile in care a fost inclusa.

in cele ce urmeaza vor fi prezentate, comparativ, curbele cinetice de eliberare pe tipuri de
hidrogeluri, respectiv sisteme complexe, “fitate” cu ecuatia Peppas, precum si valorile parametrilor
acesteia pentru fiecare caz Tn parte.
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5.3.1. Hidrogeluri pe bazd de amestecuri CG dublu reticulate §i sisteme complexe bazate pe
acestea
Figurile 73 a si b prezinta curbele de variatie a eficientei eliberdrii calceinei din hidrogeluri
reticulate ionic cu anioni sulfat, respectiv din sisteme complexe pe baza acelorasi hidrogeluri si
lipozomi SUV incarcati cu calceina.
Pentru cazul hidrogelurilor neincarcate cu lipozomi (Figura 73a) procesul de eliberare a fost
monitorizat numai pana la o valoare a eficientei eliberdrii de 65%, limita maxima de aplicabilitate a

ecuatiei Peppas; aceasta este atinsa dupa un interval de timp de 5 zile.
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Figura 73. Variatia in timp a eficientei eliberarii calceinei din hidrogeluri pe bazd de CG dublu reticulate (cu anioni
sulfat) (a), respectiv din sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri incarcate cu lipozomi SUV continand calceind
incapsulaté (b)
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Se constata ca ecuatia Peppas aproximeaza foarte bine datele experimentale, fapt ce reiese
evident §i din valorile ridicate ale coeficientilor de corelare prezentate comparativ in Tabelul 6,

impreuna cu valorile parametrilor specifici modelului.

Tabelul 6. Valorile parametrilor ecuatiei Peppas si ale coeficientilor de corelare pentru hidrogeluri pe baza de chitosan
si gelatina dublu reticulate (cu anioni sulfat ) (a), respectiv pentru sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri

incércate cu lipozomi SUV contindnd calceind incapsulatéd (b)

Sistem analizat Codul k n Coeficient
sistemului corelare
CG-S1 0.376194 0.255407 0.970246
Hidrogeluri dublu CG-S2 0.370523 0.293748 0.975797
reticulate cu anioni sulfat CG-S3 0.372568 0.312422 0.978605
CG-S4 0.396528 0.216956 0.953943
CG-S1 SUV 0.058062 0.119584 0.98845
Sisteme complexe CG-S2 SUV 0.047173 0.140924 0.98958
hidrogel dublu reticulat- CG-S3 SUV 0.051082 0.115806 0.986597

lipozomi-calceina CG-S4SUV 0061522  0.079261 0.988572

Dupa cum se poate constata, constanta K se grupeaza in jurul a doua valori, diferite pentru
cele doua sisteme analizate. Pentru hidrogelurile simple, valorile constantei sunt mult mai ridicate decat
pentru cele complexe, indicind (fapt evidentiat si de curbele de eliberare) viteze mai mari ale
procesului. Similar, exponentul n variaza pe doua plaje de valori, specifice fiecarui sistem. Abaterea
mare de la valoarea n = 0,5 indica un proces de eliberare controlat si de alti factori inafara de difuzie. in
capitolele referitoare la cinetica procesului (Subcapitolele 3.4 si 4.7) precizam ca intre calceina si
polimerii din compozitia hidrogelurilor apar initial interactiuni de tip ionic, dar la suspendarea in solutia
apoasd de eliberare (tampon fosfat), datorita pH-ului slab bazic al acesteia, unele legaturi ionice din
retea se desfac, ionii amoniu sunt neutralizati la grupari aminice, fiind posibila astfel aparitia de legaturi
de hidrogen intre acestea si compusul hidrosolubil model. Aceste interactiuni intre calceind si matrice
sunt reflectate n reducerea exponentului n, proband faptul ca procesul de eliberare nu este controlat
doar de difuzie, ci si de posibila erodare a matricii polimere.

Valorile si mai coborate ale acestui coeficient pentru sistemele complexe pe baza aceluiasi
tip de hidrogeluri indica aparitia inca a unui factor perturbator. In opinia noastra, este vorba despre
difuzia mult incetinita a lipozomilor purtétori de calceind prin matricea polimera, ceea ce determina si
eliberarea unor cantitdti mai mici de compus la durate similare celor corespunzatoare hidrogelurilor
simple, pe intervalul de timp 0 — 5 zile.

Faptul ca dupa 20 zile eficienta eliberarii calceinei este de maxim 8% (functie de sistem),
deci mult inferioara limitei de 65%, face ca ecuatia Peppas sa fie valabild pe tot intervalul de timp
studiat.

Concluziile de mai sus sunt, in general, valabile si pentru hidrogelurile dublu reticulate cu
anioni de TPP, respectiv sistemele complexe pe baza acelorasi hidrogeluri si lipozomi SUV incarcati cu
calceina.
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Figurile 74 a si b prezintd curbele cinetice de eliberare a calceinei din cele doua tipuri de
sisteme. Este surpinzator faptul ca ecuatia Peppas descrie foarte bine procesul in cazul hidrogelurilor
simple chiar si la valori ale eficientei eliberarii de peste 65 % (85 % in cazul de fata).
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Figura 74. Variatia in timp a eficientei eliberarii calceinei din hidrogeluri pe baza de CG dublu reticulate

(cu anioni TPP) (a), respectiv din sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri incarcate cu lipozomi SUV continand
calceind incapsulata (b)

Valorile coeficientilor de corelare pentru ecuatiile celor doua tipuri de sisteme sunt, de

asemenea, ridicate. Acestea sunt prezentate in Tabelul 7, impreuna cu cele ale termenilor-exponentilor
modelului.
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Tabelul 7. Valorile parametrilor ecuatiei Peppas si ale coeficientilor de corelare pentru hidrogeluri pe baza de CG
dublu reticulate (cu anioni TPP) (@), respectiv pentru sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri incarcate cu
lipozomi SUV continand calceina incapsulata (b)

Sistem analizat Codul k n Coeficient
sistemului corelare ‘
CG-T1 0.438205 0.335624 0.98537
Hidrogeluri dublu CG-T2 0.494882 0.28157 0.985102
reticulate cu anioni TPP CG-T3 0.465301 0.296498 0.99199
CG-T4 0.489736 0.284577 0.987275
CG-T1 SUV 0.0297626  0.329731 0.972792
Sisteme complexe CG-T2 SUV 0.020928 0.321062 0.968516
hidrogel dublu reticulat- CG-T3 SUV 0.009315 0.320165 0.985369
lipozomi-calceina CG-T4 SUV 0.014656  0.357988 0.984252

Se remarcd, din nou, valorile mult mai coborate ale constantei k pentru sistemele complexe,
logice insa data fiind si in acest caz viteza mult mai micd cu care se face eliberarea, comparativ cu
hidrogelurile martor. Valorile exponentului sunt, de asemenea, mult diferite de n = 0,5, ceea ce duce la
concluzia cd procesul de difuzie este perturbat de alti factori, in principiu aceeasi cu cei discutati
anterior. Faptul c@ acestea sunt usor superioare, in general, celor corespunzatoare hidrogelurilor
reticulate cu anioni sulfat, mai ales in cazul sistemelor complexe, poate fi consecinta unui proces mai
putin intens de erodare a matricii, fapt absolut plauzibil data fiind densitatea de reticulare mai ridicata si

deci rezistenta chimica mai mare a matricii la acest proces.

5.3.2. Hidrogeluri pe baza de amestecuri CP dublu reticulate si sisteme complexe bazate pe
acestea

Prezenta poli(alcoolului vinilc) in compozitia hidrogelurilor reticulate cu anioni sulfat si a
sistemelor complexe corespunzatoare nu afecteaza valabilitatea modelului Peppas, curbele teoretice
fiind din nou in foarte buna concordantd cu datele experimentale, dupd cum se poate constata din
analiza Figurii 75 (a si b). Se remarca si in acest caz cé ecuatia aproximeaza bine cinetica obtinuta prin
experiment pentru hidrogelurile simple incarcate direct cu calceina, chiar la valori mari ale eficientei de
eliberare (de pand la 75 %). Valorile coeficientului de corelare sunt ridicate, justificand inca o data
valabilitatea modelului aplicat (Tabelul 8).

Valorile parametrilor ecuatiei sunt insd mai ridicate decat in cazul sistemelor CG,
corespunzator unei viteze de eliberare usor mai mari, evidentd daca se compara valorile eficientei
procesului corespunzatoare aceleaisi durate pentru cele doua sisteme. Efectul a fost explicat
(Subcapitolul 3.1. Chimismul reactiei de reticulare a hidrogelurilor) prin faptul cd reteaua
interpenetratd a hidrogelurilor chitosan - poli(alcool vinilic) este mai putin densd, consecintd a
neimplicarii polimerului sintetic in reticularea ionica; desigur, aceasta determina o difuzie mai facila a
calceinei prin matrice.

39



[0}
o
)

~ 70 -
s
o 60 -
5 50 -
2
S 40 -
(o}
.30 -
% —— CP-S1 teoretic CP-S1 exp
§ 20 —— CP-S2 teoretic e CP-S2exp
& 10 —— CP-S3 teoretic + CP-S3exp
0 ——— CP-S4 teoretic + CP-S4exp
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Timp (zile)
a
7 -
6
£5-
B
24
§3 i ———CP-S1SUV teoretic @ CP-S1SUV exp
% ’ —— CP-S2 SUV teoretic ® CP-S2 SUV exp
‘é —— CP-S3 SUV teoretic e CP-S3SUV exp
=1 —— CP-S4 SUV teoretic + CP-S4SUV exp
0 {. T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Timp (zile)
b

Figura 75. Variatia in timp a eficientei eliberarii calceinei din hidrogeluri pe baza de chitosan si poli(alcool vinilic)
dublu reticulate (cu anioni sulfat ) (a), respectiv din sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri incarcate cu
lipozomi SUV continénd calceina incapsulata (b)

Sensibil mai mari sunt valorile exponentului n, care pentru sistemul CP-S1 indica un proces
clar de eliberare controlat de difuzie. Faptul cd PAV nu participa la reticularea ionicd poate explica
acest efect: erodarea matricii prin actiunea tamponului fosfat, care poate scinda o parte dintre legaturile
reticulantului ionic cu chitosanul, este mai putin intensa decat in cazul hidrogelurilor ce contin gelatina,
astfel Tncét difuzia devine factorul dominant Tn transportul calceinei prin matrice.

Eliberarea din sistemele complexe este foarte bine descrisa de ecuatia Peppas, dupa cum se
poate constata din analiza Figurii 75 b si din valorile coeficientilor de corelare (Tabelul 9).
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Tabelul 8. Valorile parametrilor ecuatiei Peppas si ale coeficientilor de corelare pentru hidrogeluri pe baza de CP dublu
reticulate (cu anioni sulfat) (a), respectiv pentru sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri incarcate cu lipozomi
SUV continand calceina incapsulata (b)

Sistem analizat Codul k n Coeficient
sistemului corelare

CP-S1 0.425892 0.412644 0.975175

Hidrogeluri dublu reticulate CP-S2 0.527717 0.348806 0.979874
e CP-s3 0.530129 0.28588 0.966625
CP-S4 0.482991 0.298397 0.973865

CP-S1 SUV 0.0314844 0.25479 0.978027

Sisteme complexe hidrogel CP-S2 SUV 0.028913 0.232848 0.979085
AUl el i e CP-S35UV 0032647  0.137785 0.976651

calceina
CP-S4 SUV 0.038805 0.185449 0.988857

Valorile exponentului n sunt si ele mai mari comparativ cu cele caracteristice sistemelor
complexe CG, argumentand o datd in plus concluzia ca prezenta polimerului sintetic in compozitia
hidrogelului are ca efect intensificarea procesului de difuzie, nu doar a calceinei ci si a lipozomilor
incdrcati cu ea, prin matricea polimera.

Analiza rezultatelor obtinute pentru hidrogelurile pe baza de chitosan si poli(alcool vinilic)
reticulate cu anioni de tripolifosfat incarcate direct cu calceina si sistemele complexe realizate pe
aceasta baza ofera urmatoarele informatii.

Concluzii similare celor precedente rezulta daca se analizeaza rezultatele prezentate in
Figura 76 (a si b), respectiv in Tabelul 9. Viteza mai ridicata de eliberare a calceinei comparativ cu
hidrogelurile si sistemele complexe pe baza de chitosan si gelatind (panta tangentelor la curbele de
eliberare din Figura 76) se reflectd si in valorile constantei k, cele mai ridicate dintre toate sistemele
analizate.
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Figura 76. Variatia in timp a eficientei eliberarii calceinei din hidrogeluri pe bazd de CP
dublu reticulate (cu anioni TPP) (a), respectiv din sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri
incércate cu lipozomi SUV continind calceina incapsulata (b)

Explicatia acestui efect a fost oferitd in Subcapitolele 3.1. Chimismul reactiei de reticulare a
hidrogelurilor si 3.4. Studiul cineticii de eliberare a calceinei din hidrogeluri, fiind determinat in esenta
de dimensiunea mai mare a ochiurilor retelei polimere in care poli(alcoolul vinilic) nu participa in
reticularea ionica, dimensiune care faciliteaza difuzia nu doar a calceinei, ci §i a lipozomilor in care
aceasta este incarcatd. Astfel, valorile exponentului n pentru sistemele complexe sunt cele mai ridicate
dintre toate sistemele complexe studiate, argumentand intensificarea difuziei lipozomilor prin matricea
polimera (Tabelul 9). Faptul ca nu se apropie, totusi, de valoarea 0,5 indica participarea altor fenomene
adiacente difuziei, dupa cum s-a aritat anterior.

Tabel 9. Valorile parametrilor ecuatiei Peppas si ale coeficientilor de corelare pentru hidrogeluri pe baza de CP dublu
reticulate (cu anioni TPP) (a), respectiv pentru sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri incéarcate cu lipozomi
SUV continand calceind incapsulata (b)

Sistem analizat Codul k n Coeficient
sistemului corelare
CP-T1 0,582447 0,3037 0.987407
Hidrogeluri dublu reticulate CP-T2 0,525654 0,430138 0.985717
cu anioni TPP CP-T3 0,523887 0,369992 0.990651
CP-T4 0,578921 0,357913 0.989857
CP-T1 SUV 0.0208224 0.302805 0.992889
Sisteme complexe hidrogel CP-T2 SUV 0.020350 0.334228 0.993364
dublu reticulat-lipozom- CP-T3 SUV 0.024139 0.331541 0.997167
sl CP-T4 SUV 0.024005 0.2823 0.966662
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5.3.3. Hidrogeluri pe baza de chitosan reticulate cu AT si sisteme complexe bazate pe acestea

Pentru hidrogelurile pe baza de chitosan, respectiv sistemele complexe corespunzatoare in ca
care s-a utilizat ca reticulant AT, ecuatia Peppas s-a dovedit, de asemenea, a descrie cel mai bine
procesul de eliberare. Aceasta afirmatie este argumentata de rezultatele prezentate in Figura 77 (a si b),

respectiv Tabelul 10, corespunzatoare hidrogelurilor pe baza de chitosan reticulate cu AT incarcate cu

calceina.
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Figura 77. Variatia in timp a eficientei eliberarii calceinei din hidrogeluri pe baza de chitosan reticulat cu AT (a),
respectiv din sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri incarcate cu lipozomi SUV continénd calceina incapsulata

(b)

Trebuie remarcat faptul ca in acest caz modelul Peppas descrie foarte bine eliberarea
calceinei pe intervalul de timp de pana la 9 zile, cand pentru doud dintre hidrogelurile (martor) studiate
compusul model se elibereaza practic total (HCT4 si HCTS).
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Valori mai reduse ale exponentului n, inferioare n = 0,5 au fost inregistrate si in cazul
hidrogelurilor discutate anterior (cu reticulanti chimici, covalenti sau ionici), fiind puse pe seama
aceluiasi proces de eroziune a matricii determinat de scindarea unor legaturi ionice. Trebuie precizat
totusi cd in toate sistemele caracterizate de valori ale lui n apropiate de 0,43, difuzia Fickiana constituie
mecanismul dominant de transport al compusului Tncapsulat [272].

Tabelul 10. Valorile parametrilor ecuatiei Peppas si ale coeficientilor de corelare pentru hidrogeluri pe baza de
chitosan reticulate cu AT (&), respectiv pentru sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri incércate cu lipozomi
SUV continand calceind incapsulata (b)

Sistem analizat Codul k n Coeficient
sistemului corelare

HCT2 0.484092 0.217029 0.964783

Hidrogeluri reticulate cu AT HCT3 0.613762 0.183656 0.959605
HCT4 0.7172 0.166773 0.950378

HCT5 0.781239 0.139773 0.944978

HCT2-SUV 0.00202502 1.117 0.989834

Sisteme complexe hidrogel HCT3-SUV 0.00599541 0.785915 0.993269
e HCT4-SUV 00110912 0566279 0.996149

calceina

HCT5-SUV 0.016713 0.463029 0.993558

in cazul sistemelor complexe formate din hidrogeluri pe baza de chitosan reticulate cu AT-
lipozomi-calceina, valorile lui n sunt deosebit de ridicate. Analizand alura curbelor cinetice prezentate
in Figura 77, se poate aprecia ca ele sunt practic liniare, foarte apropiate de o cinetica de ,,ordin zero”.
Conform literaturii, pentru valori ale lui n cuprinse intre limitele 0,45 — 0,89, avem de a face cu un
transport non-Fickian, cand controlul procesului prin difuzie este completat de controlul prin umflare
[273], si de fenomene de relaxare a retelei care decurg simultan cu difuzia [274]; este cazul ultimelor
trei sisteme din Tabelul 10. Tntr-adevir, asumand ideea ci hidrogelurile continand lipozomi incircati cu
calceina pot fi privite drept materiale compozite [273], devine evident ca pentru hidrogelurile la care
valoarea lui n este cuprinsa in domeniul 0,46 - 0,78 (Tabelul 10) se inregistreazd un mecanism de
transport complex controlat de difuzie, relaxare a retelei si umflare.

Pentru sistemul HCT2-SUV, la care valoarea exponentului depaseste unitatea, iar cantitatea de
reticulant este maxima, cinetica este practic de ,,ordin zero”. in conformitate cu cele semnalate in
literaturd vorbim despre o ,,comportare anormald”, adicd un mecanism non-Fickian, in care difuzia
joaca un rol minim fiind dominante celelalte efecte [274].

Trebuie mentionat faptul ca si in cazul acestor sisteme complexe existd o dependentd practic
liniard intre valoarea lui n si cantitatea de reticulant, asemanator hidrogelurilor martor. Nu este exclusa

nici in acest caz o contributie, dar mai putin importantd, a procesului de eroziune la eliberarea calceinei.

5.3.4. Hidrogeluri pe baza de amestecuri CP reticulate cu AT si sisteme complexe bazate pe
acestea
O comportare diferita din punct de vedere cinetic se inregistreaza in cazul hidrogelurilor si

pe bazd de chitosan si poli(alcool vinilic) reticulate cu acid tanic. Calceina, dupa cum s-a precizat in
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Subcapitolul 4.7. Studiul cineticii de eliberare a calceinei din hidrogeluri se elibereaza foarte rapid din
retelele realizate cu putin reticulant. Peste 65% din compusul model se elibereaza in primele 4-5 ore ale
procesului, ceea ce limiteaza la un timp foarte scurt aplicarea ecuatiei Peppas. Din acest motiv s-a
renuntat la reprezentarea curbelor cinetice teoretice, dar in Tabelul 11 sunt prezentate valorile
parametrilor acestei ecuatii. Se poate constata ca valoarea constantei vitezei procesului de eliberare este
foarte ridicata si creste cu reducerea cantitatii de reticulant din sistem. Similar, valorile lui n variaza de
acceasi manierd. Rezultd deci cd procesul de eliberare are o componentd Fickiand, dar pare sa fie
controlat i de fenomene de relaxare a retelei, indeosebi la cantitati reduse de reticulant, cand distanta
dintre ochiurile retelei creste permitdnd segmentelor de lant tot mai lungi de chitosan sa-si schimbe mai
usor conformatia, relaxandu-se.

Tn Figura 80 sunt insa prezentate curbele teoretice da variatie a eficientei eliberirii calceinei
din sistemele complexe in care s-a folosit AT ca reticulant.
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Figura 80. Variatia in timp a eficientei eliberarii calceinei din sisteme complexe pe baza hidrogeluri din CP
reticulate cu AT, incarcate cu lipozomi SUV continand calceina incapsulata

Dupa cum s-a discutat intr-un capitol anterior, cel mai eficient elibereazd sistemele
constituite din hidrogeluri cu putin reticulant. Ele manifesta, dupa cum se vede in Figura 80, un “burst
effect” minim, dupa care alura curbei cinetice este practic liniara. Valorile constantei de viteza de
eliberare sunt reduse, data fiind eliberarea franata a calceinei, determinata pe de o parte de incapsularea
sa in lipozomi si pe de altd parte de difuzia prin matricea polimera. Valoarea lui n creste cu scaderea
cantitatii de reticulant, dupa cum releva datele din Tabelul 11 si Figura 81.

Mai dificil de interpretat sunt valorile exponentului n, foarte diferite pentru cele doua tipuri
de sisteme. Este evident ca difuzia Fickiana este perturbata de o serie de factori, printre care foarte
importantd este eroziunea matricii. Dupd cum am demonstrat in capitolul 4.6. Studiul cineticii de
eliberare a AT din hidrogeluri, in mediu apos, inclusiv tampon fosfat, din matricea hidrogelului pe baza
de chitosan se elibereaza diferite cantitati de AT (indeosebi din hidrogelurile cu mai putin reticulant),
probabil molecule care nu participa decat cu putine dintre gruparile fenolice la formarea legaturilor de
hidrogen (care ulterior, in timp, se descompune in acid galic), acompaniate si de fractii de masa
moleculard redusd de polizaharid. Scdderea de masa a hidrogelului este cu atat mai ridicata cu cat
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cantitatea de reticulant este mai redusd. Dacd urmarim variatia lui n cu raportul polizaharid/AT,
constatam o scadere continua a exponentului ecuatiei Peppas cu acest parametru. Concluzia evidenta
este aceea ca pe masura ce scade cantitatea de reticulant, procesul de eroziune al matricii devine tot mai
important, in detrimentul difuziei Fickiene, avand drept efect reducerea valorii lui n.

Tabelul 11. Valorile parametrilor ecuatiei Peppas si ale coeficientilor de corelare pentru hidrogeluri pe baza de CP
reticulate cu AT, respectiv pentru sisteme complexe pe baza acestor hidrogeluri incarcate cu lipozomi SUV continand

calceind incapsulata

B20 0.372 0.266 0.972485
Hidrogeluri reticulate cu AT B30 1.470 0.421 0.97178
B40 5.296 0.544 0.997313

B50 7.420 0.654 0.995781

B20-SUV 0.0010 1.2113 0.992812

Sisteme complexe hidrogel B30-SUV 0.0042 0.7558 0.989277
reticulat cu AT-lipozomi- B40-SUV 0.0145 0.4117 0.988742
S REIn B50-SUV 0.0139 0.4172 0.991644

Valoarea exponentului n variaza deci asemanator cazului sistemelor complexe pe bazad de
chitosan doar, reticulat cu AT. Cele mai mari valori ale acestuia sugereaza o comportare non-Fickiana
(Indeosebi pentru sistemele B20-SUV si B30-SUV), unde si cinetica procesului este, practic, de ,,ordin
zero”. Reducerea cantitatii de reticulant face ca procesul de eliberare sa transleze spre unul controlat tot
mai mult de difuzie, si intr-o oarecare masurd de eroziunea matricii; nu poate fi neglijata nici importanta
efectului umflarii.

Concluziile prelucrarii matematice a datelor experimentale privind cinetica eliberarii
calceinei din toate sistemele studiate sunt urmatoarele:

- dintre toate modelele cinetice testate, ecuatia Peppas aproximeaza cel mai bine variatia

in timp a eficientei de eliberare a calceinei;

- valorile parametrilor k si indeosebi n oferd informatii foarte utile pentru aprecierea sau
confirmarea mecanismului de transport al calceinei prin matricile polimere obtinute,
indiferent daca acest compus model este incarcat direct in hidrogel sau incapsulat Tn
lipozomi ulterior incarcati in hidrogel;

- se probeaza, si pe cale teoretica, faptul ca cinetica procesului de eliberare a calceinei
din diferite hidrogeluri pe baza de chitosan si sisteme complexe realizate pornind de la

astfel de matrici, poate fi modelata matematic oferind si posibilitatea controlului fin.
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6.Concluzii generale

Cercetarile ale caror rezultate au fost raportate in teza de doctorat au avut ca obiectiv
principal investigarea unei cdi alternative la cele semnalate in literaturd, de modelare a cineticii
procesului de eliberare a medicamentelor hidrosolubile din matrici cu caracter de hidrogel, formulate ca
filme, dar putdnd fi extinsd si la alte modalitati de prezentare precum particule, bureti, implanturi,
inserturi s.a. Scopul l-a constituit eliminarea sau diminuarea “burst effect "-ului inregistrat in procesul de
eliberare din astfel de sisteme, respectiv un control mai bun al procesului pe o perioada de timp cat mai
indelungata.

Strategia utilizatd pentru atingerea acestui obiectiv a constat in realizarea de sisteme
complexe, alcatuite din matricea de hidrogel in care au fost inclusi lipozomi continand calceina
incapsulatd, in esentd, pentru crearea unei bariere suplimentare in eliberarea compusului hidrosolubil.

Ca obiectiv secundar, lucrarea si-a propus elaborarea de noi hidrogeluri de tip retea
interpenetratd/interconectata total lipsite de toxicitate, bio- si citocompatibile, prin utilizarea ca materii
prime a unor componenti de origine naturala.

Concluziile desprinse in urma cercetarii sunt urmatoarele:

1. Au fost obtinute si caracterizate fizico-chimic si din punct de vedere al modului de comportare
in medii apoase, hidrogeluri pe bazd de chitosan §i gelatina, respectiv poli(alcool vinilic), dublu
reticulate (covalent — cu aldehida glutarica, respectiv ionic — cu anioni sulfat sau tripolifosfat).

2. Hidrogelurile au fost utilizate ca matrici pentru includerea calceinei - compus model pentru
medicamente hidrosolubile -, fie Tn forma libera, fie incapsulata in lipozomi unilamelari mici pe baza de
fosfatidilcolind incércati ulterior in matricea polimera.

3. Eliberarea calceinei inclusa direct in hidrogeluri pe bazi de chitosan si gelatind dublu

reticulate se realizeaza cu un “burst effect” pronuntat, apoi cu viteza relativ constanta, ceea ce face ca
procesul sa fie greu de controlat si ineficient.

4. Cresterea cantitatii de reticulant la realizarea hidrogelurilor determind reducerea vitezei
procesului de eliberare, precum si a eficientei procesului pana la durata de 7 zile experimentata.

5. Compozitia hidrogelului constituie un factor determinant al procesului de eliberare; cresterea
cantitatii de gelatind are ca efect cresterea eficientei procesului de eliberare a calceinei datorita
numarului redus de grupari amino de pe catena de baza a proteinei spre comparatie cu polizaharidul pe
care il substituie in amestec; la acest efect se adauga caracterul hidrofil mai pronuntat al proteinei.

6. Natura reticulantului ionic influenteaza procesul de eliberare, prin densitatea de reticulare a
retelei pe care o determind in mod direct. Eficientd mai ridicata a procesului de eliberare se realizeaza in
cazul utilizrii anionilor sulfat ca reticulant ionic.

7. Eliberarea calceinei din sisteme complexe hidrogel (dublu reticulat) — lipozomi- calceina se
realizeaza conform unei cinetici cu “burst effect” mult mai redus, eficienta procesului variind lent in
timp; ea este influentatd de parametrii semnalati in cazul hidrogelurilor continind compusul model
direct inclus in matricea polimera. Reticularea cu tripolifosfat de sodiu genereaza retele cu ochiuri mai
reduse in dimensiuni ce reduc difuzia lipozomilor incércati cu calceina, efectul fiind reducerea “burst
effect”-ului manifestat fata de sistemele reticulate cu anioni sulfat.

8. Au fost obtinute si caracterizate fizico-chimic hidrogeluri pe baza de chitosan si poli(alcool

vinilic) dublu reticulate cu aldehidd glutaricd si doi reticulanti ionici: anioni sulfat, respectiv
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tripolifosfat; acestea au fost utilizate, de asemenea, ca matrici pentru includerea calceinei in forma libera
sau incapsulatd in lipozomi unilamelari mici.

9. Eliberarea calceinei inclusa direct in hidrogeluri pe baza de chitosan si poli(alcool vinilic) dublu
reticulate se realizeaza cu manifestarea unui “burst effect” mai pronuntat in comparatie cu sistemele pe
baza de chitosan si gelatind; efectul se datoreaza neparticiparii polimerului sintetic la reticularea ionica.

10. Utilizarea unor cantitati mai mari de reticulant ionic are ca efect cresterea densitatii de
reticulare a retelei si reducerea eficientei de eliberare a calceinei din hidrogelurile corespunzatoare.
Observatia este valabila pentru ambii reticulanti ionici utilizati.

11. Tripolifosfatul de sodiu — capabil sa lege pana la 5 ioni amoniu — formeaza retele mai
compacte decat cele obtinute prin reticulare cu sulfat de sodiu — capabil de a lega numai 2 cationi
amoniu; observatia este sustinuta de gradul de umflare mult redus al acestor hidrogeluri comparativ cu
cele obtinute prin reticulare cu anioni sulfat, in strdnsd concordanta cu valorile eficientei de eliberare a
calceinei din sistemele complexe.

13. Eliberarea calceinei din sistemele complexe pe baza hidrogelurilor chitosan/poli(alcool vinilic)
are loc cu reducerea “burst effect”-ului ce apare la sistemele simple hidrogel-principiu activ, efect mai
diminuat la hidrogelurile reticulate cu tripolifosfat de sodiu.

14. Au fost sintetizate si caracterizate fizico-chimic si din punct de vedere al modului de
comportare in medii apoase noi hidrogeluri pe bazi de chitosan, respectiv chitosan si poli(alcool

vinilic) reticulate cu acid tanic, polifenol cu proprietiti biologice remarcabile; reticularea se realizeaza

prin numeroasele legaturi de hidrogen angajate intre grupele fenolice si cele aminice, respectiv
hidroxilice ale polimerilor.

15. Hidrogelurile, preparate sub forma de filme, au fost caracterizate prin spectroscopie FT-IR,
evidentiindu-se prezenta tuturor componentelor de plecare in compozitia lor; prezenta legaturilor de
hidrogen nu a putut fi pusd 1n evidentd fiind mascatd de numeroasele grupe hidroxilice din partenerii
care interactioneaza.

16. Hidrogelurile au o morfologie compacta, evidentiata prin microscopie electronica de baleiaj;
suprafata are un aspect rugos — mai putin evident la cele in compozitia carora participa poli(alcoolul
vinilic) -, ce se atenueaza cu reducerea cantitatii de reticulant.

17. Analiza termica diferentiala evidentiaza stabilitatea superioard a filmelor pe baza de chitosan
fatd de polizaharid, dar mai redusa fatd de cea a poli(alcoolului vinilic).

18. Hidrogelurile prezinta capacitate diferitd de retinere a apei, in functie de compozitia matricei
polimerice - cantitatea de acid tanic utilizata si raportul intre cei doi polimeri participanti la reticulare-,
gradul maxim de umflare reducandu-se cu cresterea cantitatii de reticulant, respectiv cu cantitatea de
poli(alcool vinilic) din amestec cu chitosanul; timpul de reticulare nu influenteaza in mod semnificativ
procesul de umflare.

19. Hidrogelurile manifesta tendinta de eliberare a acidului tanic in medii apoase, cantitatea de
reticulant eliberat fiind in strdnsa concordantd cu proportia sa in amestecul initial supus reticularii;
retelele slab reticulate sunt susceptibile eliminarii, o data cu acidul tanic, si a unor fractii de polimer de
masa moleculara coborata.

20. Eliberarea calceinei incluséd direct in hidrogeluri se face intr-un timp foarte scurt — 24 ore la
cele slab reticulate - dar in corelatie directd cu cantitatea de reticulant; constatarea este valabila atat
pentru sistemele obtinute pe baza de polizaharid dar si pentru cele pe baza amestecului
chitosan/poli(alcool vinilic).
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21. Studiile de citocompatibilitate efectuate dovedesc caracterul non-citotoxic al materialelor
supuse analizei. Imaginile microscopice efectuate si testul de viabilitate celulara sustin caracterul de
biomaterial al hidrogelurilor ce nu elibereaza compusi toxici care sa influenteze negativ proliferarea
celulelor liniei MG63 de tip osteoblastic.

23. Eliberarea compusului model din sistemele complexe hidrogel reticulat cu acid tanic-lipozomi-
calceina evidentiaza faptul cd, in cazul retelelor mai dense, se apropie de o cinetica de “ordin zero” pe
toatd durata de analizd (21 de zile); reducerea cantitatii de reticulant conduce la retele mai laxe si la
manifestarea unui “burst effect” tot mai insemnat.

24. In primele 7 zile ale procesului de eliberare a calceinei lipozomii difuzeaza spre exteriorul
matricii polimerice impreuna cu principiul activ pe care il incapsuleaza, reprezentand in unele cazuri
30-40% din totalul eliberat; aceastd observatie este de importanta terapeutica, constituind un avantaj al
acestor sisteme din punct de vedere al posibilitatii tintirii pasive cu lipozomi incércati cu medicamente.

25. Hidrogelurile complexe obtinute pe baza amestecului polimeric chitosan/poli(alcool vinilic)
prezinta o alurd a curbelor cinetice asemanatoare celor doar pe baza de polizaharid, cu o usoara reducere
a eficientei de eliberare a calceinei; si in acest caz, parametrul de integritate lipozomald indica o
prezentd semnificativa a veziculelor lipidice in mediul de eliberare.

26. Eliberarea calceinei din hidrogeluri in care a fost inclusd direct, in conditii ce simuleaza
administrarea pe cale transdermala evidentiaza un ,burst effect” pronuntat pe durata de 8 zile, dupa
care procesul devine mai lent pana la eliberarea totald; cinetica eliberarii din sistemul complex este mult
mai lentd, eficienta fiind mult redusa pe acelasi interval de timp.

27. Utilizarea acidului tanic ca reticulant constituie o metoda promitatoare si de perspectiva pentru
obtinerea de hidrogeluri total lipsite de toxicitate si potential utilizabile ca suporturi pentru includerea
de medicamente; chiar daca imersarea intr-un fluid biologic face ca in timp sé se elibereze o cantitate
redusa de acid tanic si chitosan, integritatea filmelor se péstreaza, iar compusii eliberati pot contribui la
amplificarea activitatii biologice a intregului sistem complex.

28. incapsularea calceinei in lipozomi si includerea ulterioard a acestora in matrici polimerice de
tip hidrogel modificd profund cinetica procesului de eliberare: “burst effectul” se reduce drastic sau
chiar dispare iar procesul continua timp indelungat, cu viteza constanta.

29. Aplicarea mai multor modele cinetice procesului de eliberare a calceinei din sistemele studiate
conduce la concluzia cé cel mai adecvat este modelul Peppas, care aproximeaza cel mai bine rezultatele
experimentale; in plus, acest model permite posibilitatea interpretarii unor fenomene adiacente difuziei,
ce faciliteaza formularea mecanismului de transport al compusului model, atat sub forma libera cat si
ncapsulat Tn lipozomi.

30. Procesul de eliberare a calceinei incluse direct Tn hidrogeluri este, in general, de tip Fickian,
controlat de difuzie, dar perturbat in cele mai multe cazuri de interactiunea compusului cu matricea
polimera, precum si de eroziunea matricii.

31. in cazul unor sisteme complexe de tip hidrogel pe bazi de chitosan sau chitosan-poli(alcool
vinilic) — lipozomi — calceind, procesul de eliberare este fie de tip difuzie non-Fickiana, fie decurge
dupa o cinetica ideala de ,,ordin zero”.

32. Mecanismul de transport al calceinei in sistemele complexe implicd mai multe componente:
eliberarea calceinei libere, existenta de la inceput in matrice, eliberarea calceinei eliberata prin
destabilizarea partiala a lipozomilor in matrice, respectiv difuzia lipozomilor cu calceina incarcata pana
in exteriorul matricii unde se destabilizeaza eliberAnd compusul model; acest mecanism complex este
perturbat, de asemenea, de factorii mentionati anterior.
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33. Includerea lipozomilor incarcati cu medicament in matrici polimerice constituie o metoda de a
creste stabilitatea acestor vezicule sensibile, dar si de reglare a cineticii de eliberare a unor medicamente
hidrosolubile, conditii obligatorii pentru aplicatii vizdnd indeosebi administrarea de medicamente pe o
durata de timp indelungata.

34. Rezultatele raportate in lucrarea de doctorat probeaza justetea ipotezei care a stat la baza sa,
obiectivul principal al tezei, respectiv aducerea unor contributii la modelarea cineticii de eliberare a
medicamentelor hidrosolubile din matrici cu caracter de hidrogel in scopul realizirii unui mai
bun control al procesului pe toati durata desfasuririi sale, fiind astfel indeplinit.

Perspective

1. Verificarea calitatii de biomaterial a hidrogelurilor obtinute prin evaluarea mai multor
proprietati biologice (toxicitate, biocompatibilitate, etc); sunt in curs de efectuare teste de
hemocompatibilitate.

2. Potentiala utilizare a filmelor pentru administrarea transdermala a unor medicamente
impune efectuarea unor teste de eliberare in vitro a acestora (lidocaina, spre exemplu), incércate direct
in hidrogeluri sau incapsulate in lipozomi stabilizati apoi Tn hidrogeluri, folosind dispozitive care
simuleaza acest tip de administrare; testele ar permite generalizarea mecanismului de transport ce sta la
baza procesului de eliberare a principiului activ din sistemele complexe obtinute.

3. Tn contextul posibilei utilizari a sistemelor complexe obtinute in aplicatii biomedicale
ce vizeaza tesutul cutanat, efectuarea unor teste privind comportarea lor in anumite conditii de stres
mecanic ar completa caracterizarea acestor materiale.

4. Extinderea studiilor in vitro realizate utilizand celule de difuzie Franz pe alte tipuri de
membrane, precum cele animale, ce simuleazd mai bine tesutul cutanat uman; simultan cu
medicamentul, in hidrogeluri ar putea fi incarcati anumiti compusi chimici cu rolul de a ameliora

capacitatea de permeatie a pielii (de exemplu, sucroza)
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