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Introducere

Biomaterialele, definite In mod traditional ca materiale utilizate In dispozitivele
medicale, au fost folosite inca din antichitate, dar in ultimii ani gradul lor de complexitate s-a
amplificat semnificativ. Interesul tot mai crescut al cercetatorilor a condus la progresul
remarcabil al biomaterialelor cu functii din ce In ce mai complexe utilizate in domeniul
biomedical.

Biomaterialele fabricate in prezent sunt capabile sd Incorporeze componente biologic
active. Acestea au roluri cruciale in fabricarea de dispozitive pentru screening-biologic, in
studiile stiintifice de baza si intr-o varietate de domenii non-medicale. Astfel de materiale
complexe sunt deseori concepute pentru a imita un subgrup al proprietatilor fizico-chimice al
materialelor naturale. Din ce in ce mai mult, natura inspird nu numai materialele, ci si
mijloacele si metodele prin care sunt fabricate. Selectia unui biomaterial eficient pentru o
anumita aplicatie nu este un lucru banal. Aceasta necesitd atdt cunoasterea detaliatd a
proprietatilor materialului, cat si o intelegere aprofundata a modului in care corpul va raspunde
la prezenta sa. Realizarile in domeniul biomaterialelor au la baza stiinte precum chimia, fizica,
biologia si stiinta materialelor, aplicatiile tehnice sau "punerea in opera” culminand cu
realizarile clinice.

Biomaterialele pe bazad de polimeri naturali sau sintetici au fost utilizate in domeniul
biomedical incd din cele mai vechi timpuri, jucand un rol important in succesul dezvoltarii
dispozitivelor medicale si a sistemelor de transport de medicamente care odatd introduse in
corpul uman sunt capabile sd contribuie la imbunatatirea calitatii vietii atdt prin cresterea
eficientei tratamentului cat si a confortului pacientului

Tehnologia moderna a sistemelor de eliberare controlata a medicamentelor dateaza doar
de 60 de ani, evolutia acesteia desfasurandu-se aproape in paralel cu dezvoltarea chimiei
polimerilor. Progresele fara precedent in domeniul genomicii si al biologiei moleculare,
folosirea metodelor moderne de sintezd chimicd (cum ar fi chimia combinatorie) au permis
dezvoltarea si sintetizarea de noi medicamente, respectiv a diverse forme de dozare adecvate
sau sisteme de administrare a medicamentelor ce permit aplicarea efectiva, sigura si fiabila a
acestor compusi bioactivi citre pacient. In ceea ce priveste forma de prezentare, tehnologiile
actuale permit obtinerea de sisteme polimer-substantad biologic activa cu design foarte variat,
de la filme, geluri si hidrogeluri, solutii injectabile si tablete pana la sisteme particulate micro-

si nanometrice. Dintre acestea, sistemele sub forma de hidrogeluri/particule poseda cea mai
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mare pondere datoritd numeroaselor avantaje pe care le prezinta din punct de vedere al modului
de administrare.

Teza de doctorat intitulatd "Biomateriale pe bazda de polizaharide modificate,
micro/nanoparticule si sub forma de film, pentru eliberarea controlata a principiilor active"
este structuratd in doud parti: prima parte (capitolele 1,2,3,4) este destinatd studiului
bibliografic, iar partea a II-a este dedicatd prezentarii rezultatelor originale.

Aceasta din urmd debuteaza cu capitolul 5, unde sunt prezentate materiale, metode si
tehnici de lucru utilizate in partea originala a cercetarii.

Capitolul 6 prezintd rezultatele proprii obtinute in ce priveste prepararea retelelor
polimerice pe baza de doi polimeri poliglobalida si copolimerul de poli(etilenglicol) modificat
cu acid tiomalic prin reactia de tip aditie tiol-end, completat in final, de concluzii partiale.

Capitolul 7, raporteaza rezultatele originale obtinute referitoare la prepararea sistemelor
micro/nanoparticulate pe baza de chitosan grefat cu metacrilat de poli(etilenglicol) prin tehnica
de dubla reticulare in emulsie inversd; fiind incheiat de concluzii partiale.

Capitolul 8, raporteaza rezultatele proprii originale obtinute la prepararea
micro/nanoparticulelor pe baza de chitosan grefat cu metil eter acrilat de poli(etilen glicol) prin
dubla reticulare in emulsie inversa; fiind incheiat de concluzii partiale.

Lucrarea de doctorat este completata in final, de concluzii generale si de anexe privind
modul de valorificarea rezultatelor.

Teza este desfasuratd pe 313 pagini, contine 139 figuri, 53 tabele si 431 referinte

bibliografice.
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PARTEA II. REZULTATE ORIGINALE

Obiectivele lucrarii

Obiectivul general al tezei de doctorat il constituie obtinerea si caracterizarea unor noi
sisteme polimere sub formd de geluri pe bazd de poliglobalida si sub forma de
micro/nanoparticule pe baza de dervati de chitosan pentru transportul si eliberarea controlata
a medicamentelor pentru o gama variata de aplicatii biomedicale, precum si al unor afectiuni
ale segmentului posterior al ochiului. Pentru indeplinirea obiectivului principal s-a impus

realizarea unor obiective specifice, astfel:

» Obtinerea si caracterizarea fizico-chimicd a unui nou tip de geluri pe baza de
poliglobalida si poli(etilen glicol) cu functie de tip tiol terminald, prin reactia de aditie
tiol-ena fotoinitiatd, in scopul realizarii unui transport activ al medicamentelor;

» Prepararea, obtinerea si caracterizarea fizico-chimica a wunui nou tip de
micro/nanoparticule pe baza de chitosan grefat cu poli(etilen glicol) metacrilat prin
procedeul emulsiei inverse cu dubld reticulare, pentru includerea, transportul si
eliberarea unor medicamente destinate tratamentul afectiunilor segmentului posterior
al ochiului;

» Prepararea, obtinerea si caracterizarea fizico-chimica a unor noi micro/nanoparticule
polimere pe baza derivatului de chitosan grefat cu poli(etilen glicol) metil eter acrilat,
prin emulsie inversa cu dubla reticulare, pentru transportul activ al medicamentelor

destinate tratamentul afectiunilor segmentului posterior al ochiului;
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Capitolul 5. Materiale, tehnici experimentale si de caracterizare

Capitolul are ca scop discutia si prezentarea materialele utilizate, tehnicile
experimentale si metodele de caracterizare utilizate in vederea obtinerii §i caracterizarii unor
noi sisteme polimere sub forma de geluri pe baza de poliglobalida si sub forma de
micro/nanoparticule pe baza de dervati de chitosan originale pentru transportul si eliberarea

controlata de principii active pentru o gama variata de aplicatii biomedicale.

5.2.1. Sinteza poliglobalidei (PGL)

Procedeul de sinteza utilizat In obtinerea poliglobalidei a avut la baza polimerizarea
prin deschidere de ciclu pe cale enzimatici a monomerului de globalida polimerul fiind
preparat conform unui protocol raportat anterior [358], [261], [362].

Astfel, 5,0 g (21 mmol) globalida impreuna cu 0,11 g enzima (Lipaza) au fost addugate
intr-un balon cu fund rotund de 25 ml, purjat cu argon timp de 10 minute. Apoi, balonul a fost
imersat intr-o baie de ulei incalzitd in prealabil 1a 60° C, timp de 4 ore. Dupa scurgerea timpului
mentionat vascozitatea amestecului de reactie a crescut, confirmand finalizarea reactiei.
Tetrahidrofuran a fost adaugat peste amestecul de reactie in vederea solubilizarii polimerului
si stoparii activitatii enzimei. Dupa indepartarea enzimei prin centrifugare, solutia de polimer
a fost precipitatd si spalatd repetat in metanol rece. Polimerul obtinut a fost separat prin
centrifugare si uscat la temperatura camerei in vid, pand la atingerea unei greutati constante.

Randamentul final al reactiei a fost de 74 %.

5.2.2. Sinteza copolimerului poli(etilenglicol-co-tiomaleat) (PEG-SH)

Copolimerul poli(etilen glicol-co-tiomaleat) a fost preparat conform unui protocol
raportat anterior [370]. PEG-SH a fost sintetizat prin policondensare, in masa, in prezenta
catalizatorului Scandium trifluorometansulfonat, [Sc(OTf)3], la temperatura moderata (100° C)
si presiune redusa. Pe scurt, 20 g (33 mmol) de poli(etilen glicol) diol; 5,0 g (33 mmol) acid
tiomalic si 0,16 g (0,33 mmol) [Sc (OTf)s], au fost adaugate intru-un balon cu fund rotund de
100 ml de tip Amber. Apoi, balonul a fost imersat intr-o baie de ulei incalzitd in prealabil la
80° C, amestecul de reactie fiind mentinut in atmosferd inertd de argon sub agitare energica
timp de 30 minute pana cand acesta a devenit transparent. Reactia de policondensare a avut loc
timp de 24 ore, la temperatura de 100° C si la presiune redusd, dupa finalizarea reactiei
polimerul obtinut a fost solubilizat in diclormetan. In final, volumul de reactie a fost precipitat

in dietil eter rece, produsul solid fiind spalat in repetate randuri cu dietil eter. Polimerul separat
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a fost uscat timp de 48 ore sub vid pana la pond constant. Randamentul final al reactiei a fost

de 85%.

5.2.3. Sinteza retelelor polimerice pe baza de PGL si PEG-SH prin reactia de tip
aditie tiol-ena

Retelele polimerice pe baza de poliglobalida au fost preparate prin reactia de aditie tiol-
ena radicalicd fotoinitiatd dintre PGL si PEG-SH. Materiale pe baza de poliglobalida cu diferite
concentratii (5 %, 10%, 20 %) si rapoarte molare (SH/C=C) au fost preparate prin amestecarea
a diferite cantititi de polimeri (PEG-SH si PGL) intr-un volum de 2,4 ml tetrahidrofuran, in
sticlute de sticla cu capac. Ulterior, o cantitate calculatd (tabel 6.6) de fotoinitiator 2,2-
dimetoxi-2-fenilacetofenond (DMPA in functie de cantitatea totald a amestecului de polimeri)
a fost dizolvata in tetrahidrofuran si addugata in solutia de polimeri, dupa care amestecul de
reactie a fost omogenizat bine cu un Vortex. Concentratia fotoinitiatorului a fost mentinuta la
valoarea de 0,5 % masic fatd de cantitatea totald de polimeri, pe tot parcursul studiului.
Reactiile de aditie tiol-end au fost fotoinitiate de o lampa de mercur cu presiune medie
Spectramat (Ivoclar AG, Liechtenstein, cu un filtru de sticla A = 350—550 nm) cu o intensitate
a luminii de 65 mW-cm™. Intensitatea luminii din pozitia probei a fost masurata cu un aparat
Nova Meter Assy de la OPHIR (Israel). Reactia a avut loc prin expunere la lumind UV timp de
25 de minute. Dupa scurgerea timpului mentionat s-au obtinut geluri transparente. in vederea
stabilirii punctului de gelifiere, fiecare proba a fost expusa luminii UV, iar punctul de gelifiere
a fost determinat visual conform metodei inversiei tubului, prin intoarcerea flacoanelor de sticla
cu capul 1n jos si observand modificarea vazcozitatii solutiei. Pentru inregistrarea timpului de
gelifiere a fost folosite un cronometru.

Purificarea probelor a fost realizatd in doua etape si anume:

- In prima etapd probele au fost imersate in THF (20:1 vol/vol) si mentinute sub agitare
continud timp de 24 ore, solventul fiind schimbat de doud ori in aceastd perioada,
ulterior acestea au fost uscate peste noapte sub vid la temperatura de 50° C;

- adoua etapa de purificare a constat in spilarea cu apa a probelor (80:1 vol/vol) timp de
7 zile, apa fiind schimbata la un interval 8 ore zilnic, iar in final probele fiind liofilizate.
Ulterior, etapei de purificare probele au fost luate in considerare pentru caracterizare:

randamentul reactiei, titrarea gupelor SH cu ajutorul tesutului Ellman's, FT-IR, analiza
elementald a continutului de sulf, morfologie — SEM, comportamentul la umflare, citotoxicitate

si capacitate de includere si eliberare a principiilor biologic active.
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5.2.4. Functionalizarea chitosanului prin metoda de grefare cu metacrilat de
poli(etilen glicol)

Functionalizarea chitosanului cu metacrilat de poli(etilen glicol) (CS-g-PEG-MA) a
fost realizatd conform unui protocol raportat anterior de Ma si colab. Sinteza derivatului de
chitosan avut la baza reactia de tip aditie Michael [384].

Pe scurt, 8,0 g chitosan a fost dizolvat intr-un volum de 800 ml solutie de acid acetic
1% 1intr-un balon de reactie cu fund rotund de 250 ml echipat cu un condensator de reflux.
Balonul cu amestecul de reactie a fost imersat intr-o baie de apa Incélzita in prealabil la 40° C,
amestecul de reactie a fost purjat cu azot si mentinut sub agitare continua timp de 60 de minute.
Ulterior, s-a addugat in picaturi 24 ml poli(etilen glicol) metacrilat, corespunzator unui raport
molar final de NH2/PEG = 1/2. Reactia de aditie Michael a decurs timp de 24 ore, sub agitare
continui la 60 ° C, sub atmosfera de azot. In final, solutia de polimer obtinuta a fost filtrata
prin centrifugare, tranvazata la rotavapor, ulterior fiind precipitata in acetona pentru a elimina
urmele de apa, a concentra solutia de polimer, si pentru a elimina PEG-MA nereactionat.
Polimerul astfel obtinut, a fost purificat prin spélari repetate (2-3 ori) cu metanol si acetona,
eliminarea produsilor nedoriti fiind realizatd prin centrifugare (5000 rpm, timp de 5 minute).
Produsul final a fost uscat la etuva cu vid timp de 48 de ore, pana la greutate constantd. S-a

obtinut un polimer de culoare maroniu deschis.

5.2.5. Functionalizarea chitosanului prin metoda de grefare cu poli(etilen glicol)
metil eter acrilat

Modificarea chimica a chitosanului de poli(etilen glicol) metil eter acrilat (CS-g-PEG-
A) a fost realizata conform unui protocolul prezentat in studiul realizat de Han si colab. Sinteza
derivatului de chitosan avut la baza reactia de tip aditie Michael [367].

Modul de lucru este urmatorul: 6,0 g chitosan de masa moleculard mica a fost dizolvat
intr-un volum de 300 ml solutie de acid acetic 1%, Intr-un balon de reactie cu fund rotund de
500 ml. Balonul cu amestecul de reactie a fost imersat intr-o baie de apa incalzita in prealabil
la 50° C, iar solutia de chitosan a fost purjatd cu azot si mentinuta sub agitare continua timp de
30 de minute. Ulterior, s-a addugat in picaturi un volum adecvat de CS-g-PEG-A,
corespunzator unor rapoarte molare finale de NH2/PEG-A - 1/0,75; 1/1; 1/1,5; 1/4. Reactia a
decurs timp de 48 ore, sub agitare continua la 50° C, sub atmosfera de azot. Dupa finalizarea
reactiei, pH-ul solutiei de polimer obtinuta a fost adus la valoarea pH=8 cu o solutie saturata
de NaHCO:s. Ulterior, solutia de polimer a fost precipitatd in acetona pentru a elimina urmele

de apd, a concentra solutia de polimer, precum si pentru a elimina PEG-A nereactionat.
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Polimerul astfel obtinut, a fost spalat de 2-3 ori cu acetond, eliminarea produsilor nedoriti fiind
realizata prin centrifugare (5000 rpm, timp de 5 minute). Produsul final a fost purificat prin
dializa cu apa bidistilata timp de 3 zile pentru indepartarea PEG nereactionat. Polimerul a fost

izolat prin liofilizare.

5.2.6. Prepararea micro/nanoparticulelor pe baza de CS-g-poli(etilen glicol)
metacrilat / metil eter acrilat prin dubla reticulare in emulsie inversa
Prepararea MNP pe baza de (CS-g-PEG-MA sau CS-g-PEG-A) s-a realizat prin
procedeul dublei reticulari (ionicd si covalentd) intr-un sistem de emulsie de tip apa in ulei
(w/o) [70], [385], [386]. Aceasta tehnica a fost selectionatd in principal datoritd necesitatii
obtinerii unui sistem cu o toxicitate redusa, conditie obligatorie avand in vedere scopul final al
micro/nanoaprticulelor si anume utilizarea in domeniul biomedical cu scopul tratarii unor
afectiuni ale segmentului posterior al ochiului. Sistemul de emulsie tip apa in ulei este eterogen
si a decurs prin realizarea fazelor componente ale emulsiei urmata de emulsionarea lor:
- faza apoasa, formata din solutia acida de CS-g-PEG-MA sau CS-g-PEG-MA, filtrata
prin centrifugare si apoi stabilizata prin intermediul surfactantului Tween 80.
- faza organica, reprezentatd de un solvent (toluen) in care a fost adaugat un tensioactiv
(Span 80), pentru a elimina riscul coalescentei particulelor.
- Emulsionarea celor doua faze prin agitare energica (la ultraturax)
Caracteristicile fundamentale ale procedeului de dubla reticulare care au stat la baza
selectiei metodei sunt urmatoarele:
< reticularea ionica, acesta fiind majoritarad (80 %), a grupelor aminice ale derivatului
de chitosan, care pot fi cuaternizate in medii usor acide facilitdnd reticularea cu
polianioni (tripolifosfat) NasP3Oi1o sau ioni de sulfat Na:SOs4, conducand la
obtinerea de micro/nanoparticule sferice in conditii de agitare la turatii mari (15.000
rpm)
< reticularea covalenta realizatd cu aldehida glutarica, care are ca scop mentinerea
stabilitatii mecanice si dimensionale a retelei interconectate/interpenetrate formate.
Cantitatea mica de aldehida glutarica pentru acest studiu a fost stabilita in asa fel
incat aceasta sa reactioneze cu 20 % din grupele aminice ale amestecului.
Procesul de obtinere propriu-zis, a decurs astfel. Mai intai s-a realizat prepararea fazei
apoase formatd din 50 ml solutie de CS-g-PEG-MA sau CS-g-PEG-A (de concentratii
prestabilite), in acid acetic 1% in care a fost adaugatd o cantitate necesarda calculatd de

surfactant (Tween 80, 2 %). Solutia de polimer fost adaugata sub forma de picaturi cu ajutorul
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unei seringi, in faza organica constituitd din 200 mL toluen si o cantitate adecvata de surfactant
Span 80 (2 %), sub agitarea constantd a ultraturaxului. Dupa scurgerea timpului de stabilizare
a emulsiei (15 minute) a fost picurata solutia de reticulant ionic (solutie de NasP3Oio sau
Na2S0s4 , de concentratie 5%), emulsia fiind ulterior transvazata intr-un reactor prevazut cu
agitator mecanic de tip ancora (500 rpm) unde a continuat procesul de reticulare ionica. Dupa
un timp prestabilit, solutia de reticulant covalent, aldehida glutarica (AG) extrasa in toluen (c
= 1,12 mg/mL) a fost addugata in picdturi in vasul de reactie pentru desavarsirea procesului de
reticulare. Dupd definitivarea acestui proces, micro/nanoparticulele obtinute au fost separate
din emulsie prin centrifugare la 5000 rpm timp de 1 ord. Particulele decantate au fost supuse
unei purificarii prin spalarea in cicluri repetate cu apa bidistilatd, acetona si hexan pentru
indepartarea surfactantilor si a excesului de reticulanti. in final particulele obtinute au fost

uscate la temperatura camerei.

Capitolul 6. Retele polimere pe baza de poliglobalida obtinute prin

reactia de aditie de tip tiol-ena

Capitolul are ca scop prezentarea obtinerii unor retele polimere sub formd de geluri
originale incarcate cu principii biologic active pentru o gama variata de aplicatii biomedicale.
Sunt discutate in detaliu rezultatele experimentale obtinute, tehnicile experimentale si metodele

de caracterizare utilizate.

6.1.1.1. Sinteza si caracterizarea poliglobalidei (PGL)

Acest subcapitol raporteaza prepararea retelelor de polimeri prin intermediul reactiei
de aditie tiol-end fotoinitiata, prin cuplarea dintre un poliester cu functii alchenice, cum este
PGL, cu un polimer care prezintd pe capetele catenei functii tiolice, cum este PEG-SH. Reactia
de aditie tiol-ena decurge in solutie de THF, asa cum este prezentat in schema 6.3. In mod
similar, ca si alti poliesteri constand din unitdti monomere cu lant alifatic lung, PGL are o

hidrofobie pronuntata, ficand-o mai putin interactiva cu mediul hidrofil.

[©) 0]

60° C, 4 ore
—_— H
Lipase HO \ O%
n

Schema 6.1. Sinteza poliglobalidei
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Justificarea utilizarii PGL are la bazad ideea includerii sale intr-o retea polimerica
impreund cu un polimer hidrofil, cum este PEG. Calea propusad pentru obtinerea PGL este
polimerizarea cu deschidere de ciclu catalizata enzimatic de lipaza in masa (schema 6.1). Masa
moleculard medie a fost calculatd utilizand atat spectrul '"H RMN (figura 6.4), cat si cel al
analizei GPC (figura 6.1). Cele doua rezultate (tabelul 6.1) au fost In concordantd ambele
conducand la o valoare a masei moleculare (Mn) a PGL de aproximativ 6000 g/mol. Se impune
a mentiona ca analiza cromatografica de permeatie pe gel a indicat o polidispersitate ridicata,
respectiv de 3,4. Acest rezultat era de asteptat datoritd particularitatilor polimerizarii Tn masa
cu deschidere de ciclu, utilizatd pentru preparare. Conversia monomerului a atins 74%, ceea ce
reprezintd o valoare usor mai mare decat cea descrisa In literatura pentru polimerizarea cu

deschidere de ciclu enzimatica in solutie de toluen [253], [358].

2000

Detector Response

1000

A
18 19 20 21 2 23 24 25 25

Elution Volume [mi]

Figura 6.1. Analiza GPC a poliglobalidei

Tabel 6.1. Caracteristicile moleculare ale PGL

Polimer M, g/mol Mw, g/mol D M;- din '"H RMN

PGL 5600 18900 34 6350

De asemenea, caracterizarea structuralda a PGL a fost efectuatd si cu ajutorul
spectroscopiei FT-IR 1nsa, spectrele din pacate, nu au prezentat modificari chimice relevante,
acestea prezentand profile similare, astfel incat majoritatea benzilor de absorbtie se suprapun.
Figura 6.2 ilustreaza spectrele FT-IR ale monomerului initial globalida si polimerului sintetizat

PGL.
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Figura 6.2. Spectre FT-IR pentru globalida si PGL
Spectrele '"H-RMN inregistrate oferd insa informatii utile cu privire la structura chimica
a polimerului obtinut. Dupd cum putem observa din figura 6.3 semnalele caracteristice
protonilor din PGL sunt prezentate si marcate. Calculul masei moleculare a polimerului format
a fost efectuat pe baza semnalelor protonilor b si b’ cu ecuatia de mai jos:
Mn= (b/b’)-MaL 6.1)
Rezultatul obtinut constituie o dovada clard a faptului ca procesul de polimerizare a

avut loc obtinandu-se poliglobalida.
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Figura 6.3. Spectrul RMN al PGL
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6.1.1.2. Sinteza si caracterizarea copolimerului poli(etilenglicol-co-tiomaleat)

Copolimerul poli(etilenglicol-co-tiomaleat) PEG-SH (schema 6.2) a fost preparat
printr-o reactie de policondensare similara metodei raportate de Zhu si colab. [370]. Masa
moleculard a copolimerului fost determinata prin analiza GPC (Tabelul 6.4). Caracterizarea

structurala a fost efectuata deasemenea prin FT-IR, Raman, RMN si MALDI MS.
SH o SH (0]
o) OH Sc(OTf)3; 100°C o) 0
H{/ \/ﬁ.\OH + NOH ’ H+ MOW MOH
presiune redusa
(0] (0]

Schema 6.2. Sinteza copolimerului poli(etilenglicol-co-tiomaleat)

Tabel 6.4. Caracteristicile moleculare ale PEG-SH

Polimer M, g/mol Muw, g/mol b Ma- from NMR

PEG-SH 2400 7800 3.3 -

Spectroscopia FT-IR si FT-Raman, au permis, obtinerea unor informatii cu privire la
grupdrile functionale ale PGL si PEG-SH. Figurile 6.5 si 6.6 ilustreaza spectrele FT-IR si FT-
Raman ale polimerului de plecare PEG si PEG-SH, respectiv PGL sintetizat. Prin urmare,
spectrele inregistrate ne-au dezvaluit aparitia unei benzi caracteristice gruparii esterice (C=0)
la 1731 em!, a celei duble (C=C) la 1673 cm’!, respectiv semnalul benzii specifice gruparii

functionale SH la 2570 cm, restul semnalelor benzilor de absorbtie prezintd profile similare,

astfel Tncat majoritatea se suprapun.

PEG-SH
PEG

Absorbance

.

4000 3000 2000

1500 1000 500
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Figura 6.5. Spectrul FT-IR a PEG-SH
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Figura 6.6. Spectrul FT-Raman a PGLsi PEG-SH

Asa cum era de asteptat In cazul unui proces de policondensare, care implicd de
asemenea deja oligomeri ai PEG polidispersi, s-a reusit sintetizarea unui copolimer
poli(etilenglicol-co-tiomaleat) care prezinta totusi o polidispersitate ridicata (3,3) si un grad de
policondensare mediu de 3,25.

Caracterizarea copolimerului PEG-SH a fost realizatda si cu ajutorul spectroscopiei
RMN. Spectrul 'H-RMN finregistrat pentru produsul obtinut este evidentiat in figura 6.7.
Legarea acidului tiomalic pe lanturile de PEG este justificatd de aparitia peakurilor specifice
de la 2,27 ppm care corespund gruparilor functionale tiolice si sugereaza ca acestea au fost
stabile n timpul procesului de policondensare. Totodata, spectrul a evidentiat si aparitia unor
peakuri specifice importante la 4,27 ppm care ne confirma ca PEG a fost esterificat prin TMA.
In figura 6.7 sunt prezentate picurile specifice ale protonilor ai copolimerului PEG-SH.

Rezultatul obtinut constituie o dovada clara a faptului ca polimerul a fost modificat.

a
SH ([J
b b’ Lo.f 2 194 0.
Wl \{ﬁ/\oz_}_”\/ MOH

Figura 6.7. Spectrul RMN al copolimerului PEG-SH
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6.1.1.3. Prepararea retelelor polimerice pe baza de PGL si PEG-SH prin reactia de tip
aditie tiol-ena
Aceasta parte a studiului se refera la prepararea si caracterizarea de noi retele polimere

pe baza de PGL si PEG-SH prin reactia de aditie radicalica tio-ena fotoinitiata. Literatura de
specialitate mentioneaza obtinerea retelelor reticulate pe bazd de PGL utilizdnd compusi
bifunctionali tiolici cu mase moleculare mici sau oligomeri bis-tiofunctionali de PEG [261].
Originaliatatea studiului consta in aditia de tip tiol-ena polimer-polimer realizatd prin
mecanism radicalic folosind fotoinitiatori, in solutie de THF. Materialele polimere pe baza de
PGL au fost sintetizate cu ajutorul reactiei tiol-end indusa de UV intre cei doi polimeri
sintetizati si anume, PGL si PEG-SH, la temperatura camerei. Reactia radicalica tiol-ena
polimer-polimer care a stat la baza formarii retelelelor polimere pe bazd de PGL este prezentatd

schematic in schema 6.3.

Aditie Tiol-ena Polimer-Polimer

HD«PCI\/\/\A/\A\V\/\ %

PGL UV (365 nm )
+ DMPA
P E——
/\ THF, rt 3
| 5H‘|| o] =
’{,o\{\/\ %,-\/0 ' Gel
H o/ oH polimeric
PEG-SH ©

Schema 6.3. Reprezentarea schematica a sintezei gelurilor prin reactia radicalica tiol-end
Pentru stabilirea parametrilor optimi de obtinere a gelurilor polimerice s-a studiat
influenta parametrilor reactiei de reticulare prin aditia tiol-end fotointiatd asupra structurii
finale si a proprietatilor acestora (morfologie, grad de umflare, fractie de gel recuperatd a
materialelor obtinute). Protocolul experimental si parametrii variati pentru prepararea probelor

sunt iluistrati in tabelul 6.6.
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Tabel 6.6. Parametrii initiali pentru sinteza gelurilor si rezultatele analizei fractiei de gel

recuperatd
Codul Concentratia totala Raportul Fractia de gel Fractia de gel
probei a polimerilor, % molar SH/C=C  dupa purificarea dupa purificarea
(wlv) cu THF, % cu apa, %
G1 5 1:1 39 36
G2 10 1:1 34 33
G3 20 1:1 43 42
G4 5 1:2 25 24
G5 10 1:2 50 44
Go6 20 1:2 58 50
G7 5 1:3 41 34
G8 10 1:3 50 47
G9 20 1:3 61 58
G10 5 1:4 45 42
Gl11 10 1:4 53 50
G12 20 1:4 60 57
G13 5 2:1 37 24
Gl14 10 2:1 43 40
G15 20 2:1 46 43
G16 5 3:1 36 34
G17 10 3:1 33 31
G18 20 3:1 41 39

Fotoinitiatorul selectat 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenonda (DMPA) a fost utilizat pentru
a initia aceasta reactie datorita eficientei sale ridicate pentru generarea de radicali reactivi
[400]. O prima observatie importantd necesarda de mentionat este aceea ca, atunci cind DMPA
nu a participat la reactie, procesul de gelifiere nu a avut loc. De asemenea, fiecare polimer a
fost testat separat in conditii de iradiere similare, cu si faira DMPA, si nu a fost observata nici
in aceste cazuri producerea gelifierii.

Pentru a evidentia eficienta DMPA pentru sistemul studiat, mai intdi, a fost determinat
punctul de gelifiere pentru retele cu diferite rapoarte molare ale grupelor functionale (SH/C=C),
concentratii DMPA, precum si doud volume de reactie semnificativ diferite, prin metoda
inversiei tubului. Rezultatele obtinute (tabelul 6.7) au evidentiat valori ale timpului de gelifiere
in intervalul de timp 90 - 240 secunde, atunci cand concentratia DMPA a fost de 1%, in raport

cu cantitatea totald de polimeri si volumul scazut de reactie (300 pl). Totodata, a fost observat
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si faptul ca timpul de gelifiere a crescut de 5-10 ori mai mult atunci cand volumul de reactie a
fost crescut la 2,6 ml.

Tabel 6.7. Influenta concentratiei fotoinitiatorului si a volumului de reactie asupra timpului

de gelifiere
Timp de gelifiere, secunde
Volum de reactie
scazut Volum de reactie ridicat
(300 puL) (2.6 mL)
Raport 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona
molar 1% 1% 0.75% 0.5% 0.25%
SH/C=C in raport cu cantitatea totald de polimeri
1/1 150
1/2 210
1/3 240
1/4 240
2/1 90
3/1 150 1200 1320 1500 300000

Experimentele testului de inversie a tubului au condus la rezultate interesante,
demonstrand ca, un procent masic de 0,5 % al DMPA a condus la o gelifiere relativ rapida,
mentinand In acelasi timp si o buna stabilitate a structurii de gel. Prin urmare, pentru toate
studiile ulterioare, sistemele pe baza de PGL au fost preparate in prezenta a 0,5% DMPA.

Astfel, au fost preparate o serie de probe, avand concentratii initiale de polimeri si
rapoarte molare (SH/C=C) diferite in THF (tabelul 6.6). Toate reactiile au condus la formarea
de geluri lipicioase si transparente in stare umflata (figura 6.9 c). Toate probele de geluri, totusi,
treptat si-au pierdut transparenta si au devenit albe in contact cu mediul de apos in timpul celei

de-a doua etapa de purificare (figura 6.9 d).

Amestecul de reacti Gel Gel purificat in THF Gel purificat in apa
(@) (b) (¢) (a)

Figura 6.9. Fotografii cu privire la sinteza gelurilor inainte si dupa purificarea lor in THF si

apa

Dupa cele doua etape de purificare, s-a observat ca exista o dependenta intre valorile

obtinute pentru fractiile de gel recuperate si concentratia totald a polimerilor, cat si raportul
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molar initial (SH/C=C, tabelul 6.6). In timpul etapei de purificare a gelurilor cu THF toti
produsii de reactie nereactionati, PGL precum si PEG-SH, teoretic sunt eliminati, Tnsa
rezultatele obtinute in ceea ce priveste procentul de gel recuperat evidentiaza doar o usoara
scadere a acestuia dupa purificarea ulterioarad a gelurilor in apa, cauza firesca fiind probabil

indepartarea unor urme de solvent (THF) sau PEG nereactionat.

6.1.1.3.1. Caracterizarea structurala a retelelor prin FT-Raman

Pentru a intelege mai bine mecanismul de formare a retelei, prezenta (sau absenta)
grupdrilor functionale tiol sau alchend, gelurile au fost mai intdi investigate cu ajutorul
spectroscopiei Raman (figura 6.11). Spectrele au evidentiat semnale ale vibratiilor de intindere
specifice legaturii duble (C=C) la 1673 cm!, reprezentand legaturile duble nereactionate ale
PGL si semnale ale vibratiilor de intindere specifice gruparii tiolice (SH) la 2570 cm,
reprezentand grupe tiol nereactionate. Se constatd ca semnalul benzii de intindere a gruparii
SH se estompeaza in mod clar odatd cu scaderea raporturilor initiale SH/C=C, adica cu
cresterea continutului de PGL in amestecul de reactie initial. In plus, nici excesul de grupari
tiol din amestecurile initiale nu a condus la conversia completd a legéturilor duble. Analiza
Raman a raporturilor relative dintre benzile care corespund grupelor tiol si celor alchenice a
confirmat calitativ o anumita tendinta a interactiunilor tiol-ena cu formarea legéturilor C-S-C
intre lanturile macromoleculare ale PGL si PEG-SH. Aditia tiol-end poate fi confirmata si de

prezenta semnalului slab al benzii de la 1001 cm™! care corespunde legaturilor C-S-C.

2572
1734
1673

-
b=4
=4

Raman intensity

3000 2800 2000 1500 1000
Raman shift (cm)

Figura 6.11. Analiza FT-Raman a gelurilor cu diferite rapoarte molare SH/C = C
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6.1.1.3.4. Studii reologice

S-a utilizat in continuare foto-reologia pentru a monitoriza evolutia in situ a
proprietatilor reologice dinamice ale gelurilor care se formeaza prin aditia tiol-ena fotoindusa
utilizand cantitati de 250 pL de solutie THF continand amestecuri de polimeri compusi din
PEG-SH si PGL cu concentratii diferite de polimeri (5%, 10%, 20%, 40%) si fotoinitiator
DMPA 1n cantitati calculate in functie de cantitatea de polimeri. Figura 6.15 prezinta profilul
reologic in-situ realizat in timpul aditiei tiol-end a amestecurilor de solutii polimerice cu

concentratii diferite de polimeri pentru raportul 1/3 (SH/C= C).

10" |
10° k

10" .

Viscoelastic moduli G', G" [Pa]

10'2;l.|.1.|.|.|.|.|.|A|.1.|.|.|
0 2 4 6 8 10121416 18 20 22 24 26
Time t [min]

Figura 6.15. Dependenta modulului de stocare G’(simboluri pline) si a modulului de
pierdere G” (simboluri goale) in timp, pentru diferite concentratii [1 5%, A 10%, < 20%,
O 40 % si raport molar de 1/3 (SH/C= C)

Asa cum se poate observa din figura 6.15, la inceputul procesului de gelifiere modulul
de pierdere G " a prezentat valori mai mari decat ale modulului de stocare G ' fapt ce ne-a
indicat un comportament de curgere lichid al amestecului de polimer. Totusi, odata cu cresterea
timpului, modulul de stocare G ' a inceput sa creasca rapid, mai tarziu depasindu-1 pe cel de
pierdere G ". Punctul de intersectie a modulelor vascoelastice, reprezentat de linii verticale
punctate 1n interiorul casetei din figura 6.15, indica inceperea procesului de gelifiere (aparitia
de structuri reticulate). Pentru toate probele, procesul de gelifiere a fost finalizat complet dupa
25 de minute, cand ambele module vascoelastice au devenit aproape independente in timp sau
au atins cel putin 90% din valoarea lor maxima. Procesele de gelifiere, precum si cinetica de
gelifiere, au fost putin diferite In momentul in care concentratiile de polimeri (5%, 10%, 20%,
40%) din amestecurile de polimeri au fost variate. Se poate observa, ca datoritd concentratiei

scazute de polimer, reactia de reticulare a inceput dupa 4 minute la concentratia polimerilor de
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5%. Cu toate acestea, odata cu cresterea concentratiei de polimeri la 10%, timpul de gelifiere
a scazut sub 1 minut, iar mai apoi a crescut usor, odata cu cresterea concentratiei de polimeri
in amestec. Cresterea usoard la 1,2-minute sau 1,8-minute pentru concentratia de 20% si,
respectiv, 40% este probabil legatd de posibilitatea scaderii gradului de reticulare datoritd
constrangerilor crescute ale mobilitatii lanturilor de polimeri, chiar dacd concentratia
polimerilor a crescut. Pe baza rezultatelor obtinute cu ajutorul analizei foto-reoligice putem
afirma ca un rol important in taria structurald a gelurilor este jucat de concentratia totala a

amestecului de polimeri.

6.1.1.3.5. Caracterizarea prin microscopie SEM

Caracteristicile mofologice ale gelurilor polimerice liofilizate au fost analizate cu
ajutorul tehnicii de SEM. Gelurile preparate au fost analizate in sectiune transversald urmarind
a stabili influenta raportului molar SH/C=C si a concentratiei totale initiale de polimeri asupra
morfologiei materialelor.

Pentru Inceput a fost evaluatd morfologia sectiunii transversale a probelor de geluri cu
un raport molar SH/C=C diferit (figura 6.16).

Se poate observa ca probele de geluri preparate cu exces de PEG-SH (figura 6.16 A-C)
prezinta o structura macroporoasa cu pori interconectati, avand dimensiunea cuprinsa intre 10
si 40 um. Structura poroasa este omogena, dar poate fi observata si o regiune mica mai putin
poroasd. Aparitia structurilor poroase este probabil legatd de conditiile specifice de aditie a
grupdrii tiolice, in particular, a continutului ridicat de PEG-SH in retea. Cresterea cantitatii de
PGL 1n raport echimolar SH/C=C a condus la o scédere a preponderentei regiunilor poroase
din geluri (figura 6.16 D-F). Astfel, in cazul raportului molar de 1/1 (SH/C=C) a fost observata
aparitia unor pori mari cu dimensiuni si forme neregulate. De asemenea, gelurile obtinute la un
raport molar de 1/4 (SH/C=C), avand exces de PGL nu au prezentat morfologie poroasa, porii

nemaifiind prezenti (figura 6.16 G-I).
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Figura 6.16. Imaginile SEM - sectiune transversala a probelor preparate folosind rapoarte
molare diferite (SH/C=C) (A, B, C-3/1, D, E, F - 1/1 si G, H, I - 1/4) si concentratia totala
de polimeri de 20 % prezentate la diferite marimi (marire grafica: A, D, G- 1 mm, B, E, H -

0,5 mmsi C, F, I- 0,05 mm).

Dupa cum se poate observa din figura 6.17 morfologia gelurilor obtinute la un raport
molar de 3/1 (SH/C=C) este poroasa cu dimensiuni si forme de pori destul de regulate pentru
fiecare concentratie. Materialele obtinute la concentratii mai mici prezinta o dimensiune mai
mare a porilor, adica aproximativ 30, 60 si 150 pm pentru gelurile obtinute la concentratia
totald initiala a polimerilor de 20, 10 si respectiv 5%. Asadar, marimea porilor poate fi

controlata utilizdnd concentratii de polimeri diferite.
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Figura 6.17. Imagini SEM - sectiune transversala a probelor preparate folosind raportul
molar de 3/1 (SH/C=C) si concentratii totale de polimeri diferite A,B — 20 %, C,D — 10 %
and E,F — 5 %) prezentate la diverse marimi (maérire grafica: A,C,E— 0.5 mm, B, D, F-0.3

mm)

Observarea structurii poroase sustine ipoteza noastra conform careia o anumita faza
polimerica reticulata este formata in timpul procesului de aditie tiol-end, impiedicand conversia
mai mare a gruparilor tiol. O astfel de separare a fazei polimerice conduce la captarea locala a
speciilor reactive si la consum, in timp ce lanturile libere de polimeri din solutia THF nu vor fi

reticulate prin aditia tiol-ene.

6.1.1.3.6. Analiza comportamentului la umflare

Materialele au fost preparate prin reticularea unui polimer hidrofil cu unul hidrofob.
Prin urmare, ar fi de asteptat ca acestea sa posede capacitate de a se umfla atat in medii hidrofile
sau hidrofobe, capacitate care le-ar include in categoria conectorilor amfifili [403].

Comportamentele de umflare ale probelor realizate au fost studiate prin metoda gravimetrica
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in apa si THF prin masurarea cantitétii de lichid absorbit la intervale de timp prestabilite, pana
la atingerea echilibrului umflarii.

Toate gelurile preparate au avut o absorbtie destul de scazutd a apei, cuprinsd in
intervalul de 20% pana la 70% (figura 6.18). Acest comportament era de asteptat sa depinda
de continutul PEG-SH, polimerul hidrofil prezent in amestecul de reactie, insd cel mai bun
raport de umflare 1n apd a fost obtinut pentru probele obtinute la un continut ridicat de PEG-
SH si la o concentratie initiala totala de polimeri de 20%. Cu toate acestea, data fiind prezenta
PGL (polimer hidrofob) ca parte a retelei, interactiunea observata cu apa este o caracteristica

remarcabila.

Grad de umflare, %

211 17 1/2 13
Raport molar, SH/C=C (20.5 ore)

Figura 6.18. Gradul de umflare a gelurilor in apa
Spre deosebire de comportamentul gelurilor in apd, au fost observate proprietati foarte
bune de umflare in THF, gradul de umflare a gelurilor fiind cuprins in intervalul 400-1000%
(figura 6.19). Gradul de umflare a gelurilor in THF a aratat o dependenta atat de raportul molar
SH/C=C, cat si de concentratia initiald totald a polimerilor. Astfel, spre deosebire de apa care
probabil penetreaza reteaua gelurilor numai in apropierea fazelor de PEG-SH accesibile sau
sunt slab reticulate, THF-ul interactioneaza bine cu toate componentele retelei, argumentand

astfel natura sa hidrofoba.
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C_120%
10 %
1 XY 5%

Grad de umflare, %

2/1 11 1/2
Raport molar, SH/C=C (7.5 ore)

Figura 6.19. Gradul de umflare a gelurilor in THF

6.1.1.3.7. Citotoxicitate

Posibilitatea utilizarii materialelor pe baza de PGL pentru aplicatii biomedicale a fost
deasemenea investigatd. In acest sens, a fost evaluati citotoxicitatea pe baza normei ISO
10993-12 a polimerilor sintetizati si utilizati la prepararea gelurilor, precum si a extractelor de
gel. Dupa cum ne asteptam, PEG-SH este un polimer puternic biocompatibil si viabilitatea
celulard a fibroblastelor 3T3 tratate cu concentratii de pana la 10 mg/ml a fost comparabild cu
viabilitatea celulelor martor netratate (Figura 6.22 A).
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Figura 6.22. Citotoxicitatea polimerilor, utilizati la prepararea gelurilor, la 3T3 fibroblaste:
A) PEG-SH, B) Extracte obtinute pe baza de cantitati diferite de PGL, C) PGL. Linia
punctata reprezintd viabilitatea celulelor de control netratate care a fost considerata a fi de
100%. Semnificatia diferentelor la nivel diferit este indicata de asteriscuri: * P > 0.05, si

respectiv *** P > 0.001.

De asemenea, PGL a fost evaluat din punct de vedere al citotoxicitatii. Deoarece polimerul

PGL este insolubil in apa, extractul de pulbere a fost utilizat pentru evaluarea citotoxicitatii. in
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studiul lui van der Meulen et al. [358] viabilitatea fibroblastelor 3T3 a scazut cu mai mult de
1/3 in comparatie cu celulele martor, daca au fost incubate cu extracte din 0,1 g/ml de PGL.

S-au utilizat extracte din 0,2 g/ml de PGL si dilutii corespunzatoare in conformitate cu
ISO10993-12 (figura 6.22 B). Dupa cum observam din figura, extractele de 0,2 g/ml sunt deja
foarte citotoxice pentru fibroblastele 3T3. Extractele de 0,1 g/ml au scazut viabilitatea celulelor
pana la cca. 50%, usor mai redus ca in studiul lui van der Meulen et al. [358], corespunzand
astfel concentratiei de inhibitorii (IC50). In plus, a fost testata si viabilitatea celulara atunci
cand pulberea PGL a fost adaugata direct in mediul de culturd (figura 6.25 C). La o concentratie
de 10 mg/ml, viabilitatea celulelor a scazut la aproximativ 90% corespunzand citotoxicitatii
extractelor de aceeasi concentratie.

A fost evaluata citotoxicitatea a trei probe de geluri cu rapoarte molare (SH/C=C)
diferite (figura 6.23). Toate probele testate sunt considerate biocompatibile pana la o
concentratie de 50 mg/ml de continut de gel solid in extracte, rezultand o viabilitate celulara
mai mare de 80%. Scaderea viabilitatii celulelor la ~ 80% la un nivel semnificativ statistic (P

>0,001) este valabila pentru extractele de geluri cu rapoarte molare (SH/C=C) de 1/2 si 1/1.
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Figura 6.23. Citotoxicitatea extractelor de geluri pentru fibroblastele 3T3 de
soarece. Diferentele statistice semnificative sunt indicate prin asteriscuri: * P> 0,05,

#% P> 0,01 si *** P> 0,001

6.1.1.3.8. Capacitatea de includere si eliberare a principiilor active

Potentialul utilizarii materialelor pe baza de PGL pentru transportul de medicamente,
de asemenea a fost studiat. Caracteristicile de incarcare si de eliberare a medicamentelor din
materialele pe baza de PGL au fost examinate utilizdnd Levofloxacin (LEV), ca model de

medicament. A fost investigata influenta raportului molar (SH/C=C) si a concentratiei initiale
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totale de polimeri a gelurilor obtinute asupra capacitatii de Incarcare a medicamentului. Astfel,
probe diferite au fost incarcate cu LEV din mediu de THF si, apoi, LEV eliberat intr-o solutie
de acetat buffer ABS (pH = 5,5) a fost monitorizat si masurat.

Cantitatea de LEV incarcata dupa 48 de ore a variat intre 0,32 si 0,41 mg LEV/mg gel
(tabelul 6.10), insda nu a fost observatd nici o diferentd semnificativd in ceea ce priveste
influenta concentratiei inintiala totala de polimeri sau a raportului molar (SH/C=C). Pentru a
evalua eliberarea LEV, gelurile incarcate cu LEV au fost spélate cu apd pentru a inlatura THF-
ul, uscate la etuva de vid, respectiv liofilizate nainte de a fi adaugate In mediul de eliberare.
Datele cinetice din figura 6.24 sunt prezentate ca un exemplu pentru probele G3, G12 si G18.
Datele experimentale obtinute pentru cinetica de eliberare a LEV au evidentiat o faza rapida
care este atinsd n primele 10 ore de eliberare, urmata de o faza mai lenta (caracterizata printr-
o eliberare constantd) pana la 48 de ore.

Eliberarea sustinutd a LEV poate fi explicata prin faptul cd medicamentul eliberat a fost
absorbit in intimitatea gelului datoritd umfldrii excelente in THF. Prin analiza influentei
parametrilor de preparare asupra capacitdtii de eliberare a gelurilor, s-a observat un
comportament similar cu cel al incarcarii medicamentului. Cantitatea maxima eliberatd de LEV
a variat Intre 0,22 si 0,38 mg/mg gel si nu a fost observata o diferentd semnificativa intre

probele analizate.
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Figura 6.24. a) Incarcare LEV; b) Eliberare LEV in vitro pentru probele G3,G12,G18
De asemenea, eficienta eliberarii LEV pentru probele analizate au evidentiat valori
cuprinse intre 66 si 100% (figura 6.25), cea mai mare eficienta fiind observata pentru proba
G17 si G18 care s-a dovedit a fi poroasd si care prezintd, de asemenea, o absorbtie de apa
ridicatd. Analiza cineticii de eliberare a fost realizata pe baza modelului matematic Korsmeyer-

Peppas (figura 6.26) [171] .
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Prelucrarea rezultatelor obtinute Tn urma analizei cineticii experimentale pe intervalul
0 - 360 minute a permis calculul exponentului difuzional ca fiind n = 0.4811, R?>=0,953.
Aceasta valoare (0.5 <n < 1.0) sugereaza o difuzie Fickiand, procesul de transport/eliberare al

medicamentului prin matricea polimera fiind guvernat de difuzie [171], [172], [173].
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Figura 6.25. Eficienta de eliberare a LEV pentru probele G3,G12,G18
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Figura 6.26. Aplicarea modelului Korsmeyer-Peppas pentru evaluarea cineticii de

eliberare specifica a probei de gel G3
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Capitolul 7. Sisteme micro/nanoparticulate polimer-medicament pe baza de

chitosan grefat cu poli(etilen glicol) metacrilat

Capitolul are ca scop prezentarea obtinerii unor sisteme polimer-medicament sub forma
de micro/nanoparticule originale incarcate cu principii biologic active pentru tratarea unor
afectiuni ale polului posterior al ochiului. Sunt discutate in detaliu rezultatele experimentale

obtinute, tehnicile experimentale si metodele de caracterizare utilizate.

7.1.1. Sinteza si caracterizarea chitosanului grefat cu metacrilat de poli(etilen
glicol)

Acest subcapitol raporteaza functionalizarea chitosanului cu metacrilat de poli(etilen
glicol) realizata conform protocolului descris detaliat in subcapitolul 5.2.4. Calea propusa
pentru a sintetiza derivatul de CS avut la baza reactia de tip aditie Michael raportata anterior
de Ma si colab. [384]. Reactia de functionalizare este prezentatd in schema 7.1. Justificarea
utilizarii CS are la baza ideea introducerii unor proprietiti noi polimerului, respectiv sistemelor
de micro/nanoparticule obtinute. In special, s-a dorit imbunatitirea solubilititii CS in medii
apoase prin modificarea chimica a gruparilor aminice de pe catena liniard a CS prin intermediul

segmentelor de PEG-MA hidrofile.

OH OH

40°C, 24 h
-

OH { +CH: = C —C+ 0-CH: CH: OH . OH

o . P CH: O 2
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CH: ~CH €| O CH: CH:|OH

CHs O
Schema 7.1. Reactia de functionalizare a chitosanului cu poli(etilen glicol) metacrilat

O primd -caracterizare structurald a derivatului de CS obtinut a constituit-o
spectroscopia FT-IR. Spectrele FT-IR ale CS, PEG-MA, PEG-MA-g-CS sunt prezentate in
figura 7.2 . Spectrul FT-IR al CS s-a evidentiat un la 3365 cm™' 0 banda de absorbtie puternica
corespunzatoare vibratiei axiale de intindere a gruparilor -OH suprapusa cu banda de Intindere
-NH: si legaturilor inter- si extra-moleculare de hidrogen ale moleculelor CS, care a scazut in
cazul derivatului de CS. Benzile de absorbtie de la 1653, 1423 si 1379 cm™ sunt
corespunzatoare unitatilor NHAc, amidei I, deformarii -NH2 si amidei III [405]. Vibratiile de
intindere caracteristice ale -C-O-C si ale structurii de polizaharidd a CS le regasim la 1076 cm
! [406]. Semnalul proeminent al benzii de absorbtie de la 1716 cm™ corespunde vibratiilor

dublei legaturi ale PEG-MA. Functionalizarea chitosanului cu PEG-MA este confirmata de
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aparitia a doud noi benzi de absorbtie. Primul semnal nou care confirma prezenta PEG-MA 1n
structura derivatului de CS se evidentiaza la 1732 cm™! si este atribuit benzii de absorbtie al
legaturilor duble C=O din gruparea esterica -OCOR. Al doilea semnal nou a aparut la 1649

cm’! si este caracteristic nucleului glicozidic al chitosanului.

164654 —— PEGMA
— CS-g-PEGMA
cS

1732.07

1649.13

1726.21

—— ——
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Wavenumbers, cm’”
Figura 7.2. Spectrele FT-IR comparative ale CS, PEG-MA, CS-g-PEGMA

Caracterizarea structurald a CS-g-PEG-MA prin spectroscopia RMN a evidentiat faptul
ca spectrul inregistrat contine semnale ce provin din ambele structuri ale produsilor initiali.
Aditia PEG-MA la catena principald a CS este confirmata de disparitia peakurilor de la 5,6 si
6,0 ppm corespunzitoare protonilor dublei legituri (CH2 = CH) din PEG-MA. In spectrul CS-
g-PEG-MA se observa aparitia picului de la 1,994 ppm corespunzator legaturii (-NH-CHz-),
aparute In urma grefarii CS cu PEG-MA. Gradul de substitutie obtinut a fost de 11,2 % fiind

suficient de ridicat, avand in vedere intentia de a prepara micro/nanoparticule.
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Figura 7.3. Spectrul '"H RMN al a) chitosanului; b) PEG-MA; ¢) CS-g-PEG-MA

7.1.2. Prepararea micro/nanoparticulelor pe baza de CS-g-poli(etilen glicol)

metacrilat prin dubla reticulare in emulsie inversa

Aceastd parte a studiului se refera la prepararea si caracterizarea de noi
micro/nanoaprticule (MNP) pe baza de chitosan functionalizat cu poli(etilen glicol) metacrilat
(CS-g-PEG-MA).

Prepararea MNP pe baza de CS-g-PEG-MA s-a realizat prin procedeul dublei reticulari
(ionica si covalentd) intr-un sistem de emulsie de tip apd in ulei (w/o) [70], [385], [386],

justificarea selectiei acestei tehnici a fost in principal datoritd necesitdtii obtinerii unui sistem
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cu o toxicitate redusd, conditie obligatorie avand in vedere scopul final al MNP si anume
utilizarea in domeniul biomedical cu scopul tratarii unor afectiuni ale segmentului posterior al
ochiului. Modul de lucru utilizat este descris detaliat in subcapitolul 5.2.6. Planul experimental
cu parametrii observati pentru pregatirea MNP este prezentat in tabelul 7.3, respectiv 7.4.
Tabel 7.3. Planul experimental pentru sinteza micro/nanoparticulelor de CS-g-PEG-

MA reticulate ionic cu tripolifosfat de sodiu.

Conc. Raport Raport Timp de
solutiei molar molar retic. Timp de
de Rap. NH;*/ NH;"/ Tonica, retic. Diam.
Cod polimer, | faze | NasP3Oio, | CsH3Oa, | Tensioactivi | Viteza, min Covalenta mediu,
proba % W/0 moli moli , % rpm , min pm
MA-1 0.5 5.000 10 -
MA-2 0.5 5.000 30 -
MA-3 0.5 5.000 120 -
MA-4 0.5 1:1 5.000 150 -
MA-5 0.5 5.000 3.0
MA-6 0.5 9.000 2.9
MA-7 0.5 12.000 1.3
MA-8 0.5 15.000 0,5
MA-9 0.35 1:2 15.000 0,5
MA-10 0.5 1:3 15.000 0,8
MA-11 0.75 1:4 1:2 1:1 2 15.000 60 60 1,1

Tabel 7.4. Variatia parametrilor pentru sinteza micro/nanoparticulelor de CS-g-PEG-

MA reticulate ionic cu sulfat de sodiu

Conc. Raport Raport
solutiei molar molar Timp de
de Rap. NH3*/ NH3*/ retic. cu | Timp de Diam.
Cod polimer, | faze | Na,SOs4, | CsHzO,, | Tensioactivi, | Vitezd, | Na,SQOs, | retic. cu mediu,
proba % W/0 moli moli % rpm min AG, min pm
MA-A 0.5 5.000 10 -
MA-B 0.5 5.000 30 -
MA-C 0.5 5.000 120 -
MA-D 0.5 1:1 5.000 150 -
MA-E 0.5 5.000 4,4
MA-F 0.5 9.000 2,6
MA-G 0.5 12.000 1,6
MA-H 0.5 15.000 1,5
MA-I 0.35 1:2 15.000 1,1
MA-J 0.5 1:3 15.000 1,3
MA-K 0.75 1:4 1:2 1:2 2 15.000 60 120 1,4
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7.1.2.1. Caracterizarea structurali a nanoparticulelor prin Spectroscopia in
Infrarosu cu Transformata Fourier

Spectroscopia FT-IR a MNP obtinute a confirmat formarea retelei polimere ca urmare
dublei reticulari. Spectrele FT-IR au fost inregistrate pentru toate MNP obtinute, acestea
prezentand profil similar. Dupa cum se poate observa din figura 7.6, spectrele celor doud probe
MA-8 si MA-H prezintd semnale caracteristice ale benzilor de absorbtie a legéturilor
corespunzatoare tipului de reticulant utilizat si confirma formarea de legaturilor prin procesul
de reticulare ionica intre polianionii de tripolifosfat (891 cm'), respectiv anionii sulfat din
Na2SO4 ( 636 cm™) si cationii de amoniu ai CS-g-PEG-MA precum si a legaturii iminice —
C=N- prin procesul de reticulare covalenta intre grupele aminice ale polimerilor si grupele

carbonil ale aldehidei glutarice (1548 cm™") [409], [410], [411], [412], [413].

~— CS-g-PEGMA
MA-H
—— MA-8

565.14
636.5
891.11
107242 <

2872.00

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

-1
Wavenumbers, cm

Figura 7.6. Spectrele FT-IR comparative ale CS-g-PEG-MA si

micro/nanoparticulelor pe baza derivatului de chitosan

7.1.2.3. Caracterizare prin microscopia electronica de baleiaj SEM

O altd metodda importantda de caracterizare a MNP preparate este microscopia
electronica de baleiaj, care evidentiazd proprietitile morfologice si dimensionale ale
particulelor. Avand 1n vedere scopul final al particulelor si anume tratarea unor afectiuni ale
segmentului posterior, se impune ca acestea sd prezinte dimensiuni submicronice, stabilitate si
individualitate.

Imaginile SEM 1inregistrate (figura 7.9 si 7.10) evidentiazd diferente morfologice

importante in functie de parametrii variati in prepararea MNP. Prin urmare, pentru probele
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MA-5+8, respectiv MA-E+H se constata astfel ca diametrul particulelor este influentat
considerabil de viteza de agitare, acesta scdzand odata cu cresterea intensitatii de agitare.

Pentru setul de probe MA-8, 9, 11, respectiv MA-H, I, K s-a observat ca diametrul
particulelor este influentat de concentratia solutiei de polimer fiind mai mare in cazul probelor
MA-11, respectiv MA-K, comportament raportat si in alte studii [70], [385].

Dupa cum putem observa in cazul probelor MA-9 si I solutia de polimer fiind mai
diluata forma particulelor este neregulata, fapt datorat unei reticulari mai slabe. Pentru probele
MA-11 si K, cresterea concentratiei solutiei de polimer la 0,75 % a condus la o crestere a
diametrului si a polidispersitatii particulelor, respectiv la o scidere a tendintei de aglomerare.
in cazul particulelor MA-10 si J a fost modificat raportul polimer/reticulant ionic, fapt ce a
determinat o crestere usoara a diametrului particulelor, aspect pus pe seama cresterii densitatii

de reticulare a matricii polimere.

Figura 7.9. Imagini SEM ale micro/nanoparticulelor optimizate reticulate ionic cu

TPP
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Figura 7.10. Imagini SEM ale micro/nanoparticulelor optimizate reticulate ionic cu
sulfat de sodiu
7.1.2.5. Comportamentul la umflare
O caracteristica foarte importanta a particulelor cu caracter de hidrogel o constituie
capacitatea de umflare in apa, respectiv in medii fiziologice, de diferite valori ale pH-ului. In
urma analizei gradului de umflare a MNP in mediu acid (acetat buffer pH=3,4) si mediu bazic
(fosfat buffer , pH= 7,4) dupa 24 ore s-au obtinut rezultatele evidentiate in figurile 7.15;7.16;
7.17:
- gradul de umflare al MNP reticulate cu TPP in mediu acid a avut valori cuprinse intre
760% si 1100 %
- gradul de umflare al MNP reticulate cu TPP in mediu bazic a avut valori cuprinse intre
582% si 674 %
- gradul de umflare al MNP reticulate cu sulfat de sodiu in mediu acid a avut valori

cuprinse intre 736 % si 980 %
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- gradul de umflare al MNP reticulate cu sulfat de sodiu in mediu bazic a avut valori
cuprinse intre 461 % si 636 %

O primé constatare este aceea cd pentru probele analizate valorile gradului maxim de
umflare in tampon acetat ABS (pH= 3,3) sunt mai mari in comparatie cu cele inregistrate in
tampon fosfat (PBS, pH= 7,4). In acest caz, fiind in mediu acid, gruparile aminice care nu au
participat la reactiile de reticulare devin protonate trecand in cationi amoniu, iar respingerile
electrostatice care apar intre macromolecule conduc la o crestere a spatiilor dintre ochiurile
retelei polimerice, deci la o retentie de apa mai mare, rezultdnd un grad de umflare mai ridicat.
De asemenea valorile maxime ale gradului de umflare in mediu bazic sunt destul de mari.

Dupa cum se poate observa din figura 7.16 influenta vitezei de agitare si a concentratiei
solutiei de polimer reiese clar si din rezultatele experimentale obtinute in urma studiului
gradului de umflare.

Cresterea concentratiei solutiei de polimer (figura 7.17) in ordinea MA-9, 8, 11,
respectiv MA-I, H, K cu mentinerea vitezei de turatie constantd duce la modificari:

- desi pentru probele MA-9, respectiv MA-I a fost utilizatd o concentratie a solutiei de
polimer mai scazuta (0,35 %), gradul de umflare este cel mai mare; reducerea cantitatii de
polimer este corelatd cu reducerea numarului de grupe aminice participante la cele doua
tipuri de reticulari, astfel densitatea de reticulare scazand, insa trebuie mentionat ca valorile
sunt apropiate de cele ale gradului maxim de umflare pentru probele MA-8, respectiv MA-
H (c=0,5 %);

- cresterea diametrului mediu al particulelor odatd cu cresterea concentratiei solutiei de
polimer a condus la o scadere a cantitatii de apa retinuta si deci a gradului de umflare;
valorile obtinute pot fi puse pe baza tendintei mai mari de aglomerare a particulelor (si deci
a unui grad de reticulare mai ridicat).

De asemenea, o scadere a gradului maxim de umflare odata cu cresterea cantitatii de
TPP sau sulfat de sodiu in fapt a raportului molar TPP/grupe aminice sau sulfat de sodiu/grupe
aminice a fost inregistrat si in cazul probelor MA-10 si MA-J, deci rezultatul este unul firesc

datorita cresterii densitatii de reticulare.
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Figura 7.16. Influenta vitezei de agitare asupra gradului maxim de umflare al probelor MA-8
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Figura 7.17. Influenta concentratiei de polimer asupra comportamentului la umflare al probelor MA-

951 1(0,35 %), 8 si H (0,5 %), 11 si K (0,75 %), in mediu acid (ABS)/bazic(PBS)

7.1.2.7. Evaluarea caracteristicilor de biomaterial

Avand in vedere domeniul de aplicabilitate al nanoparticulelor (NP) obtinute, se
impune investigarea proprietatilor acestora ca si biomaterial. Biocompatibilitatea este definita
drept "capacitatea unui material de produce un raspuns adecvat al gazdei intr-o situatie
specifica", ceea ce inseamnd ca materialul utilizat trebuie sa fie un produs sterilizabil, non-
carcinogen, netoxic, compatibil cu sangele, impunandu-se neafectarea tabloului sangvin,
nemodificarea mecanismului de coagulare a sangelui, de asemenea materialul nu trebuie sa
provoace aparitia fenomenului de respingere din partea organismului, a sedimentarii in tesuturi

si a efectelor alergice, teratogene, toxice si cancerigene, [25], [416].
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In urmitoarele subcapitole vor fi prezentate trei tipuri de teste toxicitate acuti,
citotoxicitatea pe celule de tip osteoblaste, respectiv hemocompatibilitate care dovedesc
caracteristicile de biomaterial al nanoparticulelor.

7.1.2.7.1. Toxicitatea

In ceea ce priveste sinteza NP, selectia polimerilor, a tipului de reticulanti si etapele de
purificare au fost realizate cu strictete pentru a exclude efectele toxice posibil date de acestea.
NP au fost analizate in primul rand din punct de vedere al gradului de toxicitate. Ca model
experimental s-au utilizat soareci, care au fost monitorizati timp de 7 zile in ceea ce priveste
comportamentul acestora si efectele adverse. Analiza toxicititii s-a efectuat prin metoda
Spearman-Kdrber. Pentru acest studiu a fost evaluata proba MA-8, toxicitatea fiind evaluata
prin valoarea DLso. Valoarea determinata pentru DLso a fost de 4922 mg/kg, ceea ce ne indica
faptul c@ particulele sunt practic netoxice si pot fi utilizate 1n aplicatii biomedicale.

7.1.2.7.2. Citotoxicitatea

Testul colorimetric de citotoxicitate, MTT a fost efectuat pe linii de culturi celulare de
tip osteoblaste la intervale de 24, 48, respectiv 72 ore, fiind in concordantd cu rezultatele
obtinute prin testul DL50, respectiv proband inca o datd ca particulele prezinta o toxicitate
redusa. Se poate afirma ca NP nu sunt citotoxice, datoritd proliferdrii normale a celulelelor in
prezenta acestora, cand se formeaza un monostrat celular dens dupa 5 zile de culturd. Observam
din figura 7.18 b, ¢, ca viabilitatea celulara marita in comparatie cu proba martor este probata
de evidenta proliferarea a celulelelor (figura 7.18 a), fiind de 100 %.

Faptul ci celulele au proliferat denota ca particulele supuse testului pe culturi de

celulele nu sunt toxice.

Figua 7.18. Evaluarea morfologiei celulelor osteoblaste pentru 5 zile in prezenta a 5 mg/ml

de particule de CS-g-PEG-MA
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7.1.2.7.3. Hemocompatibilitatea

Nanoparticulele obtinute prin diferite metode, cu dimensiuni cuprinse intre 200 si 400
nm sunt hemocompatibile pentru concentratii mai mici de 50 pg/ml [418], [419]. Potentialul
hemolitic al NP-CS-g-PEG-MA a fost evaluat si pentru concentratii cuprinse intre 100 si 400
ug/ml, cu ajutorul unei metode specrofotometrice. Rezultatele testelor de hemolizd sunt
prezentate in figura 7.19 fiind exprimate ca media = SD (n = 3).
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Figura 7.19. Procentul de hemoliza dupa 2, 4 si 6 ore de expunere la NP

in conformitate cu studiile raportate dacd procentul hemolizei este mai mic decat 5%
atunci proba analizatd este consideratd hemocompatibila [420]. Pentru toate concentratiile
testate a fost obtinut un procent al hemolizei mai mic de 5% (figura 7.19) ceea ce indica faptul

ca NP preparate sunt hemocompatibile si pot fi administrate intraocular/intravenos.

7.1.2.8. Capacitatea de includere a principiilor active

Luand in considerare scopul utilizarii MNP ca posibil sistem de transport de
medicamente pentru tratarea unor afectiuni ale polului posterior al ochiului, a fost studiat
potentialul acestora de incarcare/eliberare de medicamente. Selectia tipului de medicament a
depins de caracterul de hidrogel al MNP, respectiv de principiul de difuzie pentru
incapsulare/eliberare.

Un prim medicament utilizat pentru incarcarea MNP a fost levofloxacinul (LEV),
antibiotic cu un spectru larg antibacterian, care face parte din clasa fluorochinolonelor fiind
utilizat In principal pentru tratarea infectiilor antibacteriene [428].

Un al doilea medicament utilizat a fost bevacizumabul (BEV), care este molecula

"parinte" a ranibizumabului, un anticorp monoclonal care a fost autorizat in 2004 pentru
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tratamentul chimioterapic al cancerului colorectal metastatic [421], in 2006 pentru cancer
pulmonar celular [422], iar in 2009 pentru glioblastomul multiform [423].

In ultimii ani, medicamentul a fost folosit cu succes si in oftalmologie, injectiile
intravenoase si intraoculare cu BEV au fost utilizate pentru tratamentul unei game variate de
tulburari oculare, cum ar fi degenerescenta maculara legata de varsta (AMD); ocluzia venei
retiniene centrale (CRVO) etc. [424], [425], [426], [427].

Procesul de incarcare/eliberare a medicamentului a fost realizat prin mecanism-
difuzional. Cantitatea de LEV 1incércata dupa 72 h a variat intre 0,7 si 0,8 mg /mg particule
pentru probele reticulate ionic cu TPP, respectiv 0,55 mg si 0,67 mg/mg particule in cazul
probelor reticulate ionic cu Na2SOs, eficienta de incdrcare prezentand valori ridicate.
Diferentele valorilor cantitatilor de LEV incluse in ambele tipuri de sisteme sunt mai scazute
in cazul utilizarii Na2SOu4 ca reticulant, deci putem afirma natura reticulantului influenteaza
procesul de incarcare a particulelor, o posibila explicatie fiind tendinta de aglomerare, fapt
datorat unei reticulari mai slabe. Datele experimentale obtinute sunt in concordantd cu
rezultatele obtinute pentru gradul maxim de umflare discutate anterior, cantitdtile de
medicament variind in functie de acesta.

In urma analizei morfologice si a acestor rezultate a fost selectatd proba MA-8 pentru
includerea bevacizumabului, cantitatea incapsulatd in 30 mg proba fiind de 0,327 mg/mg
particule BEV si o eficienta buna de 39 %. Cinetica procesulor de incarcare a medicamentelor

model este prezentata in figura 7.20.
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Figura 7.20. Cinetica de incarcare a LEV si BEV 1n particulele MA-8 si H
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7.1.2.9. Capacitatea de eliberare a principiilor active

Evaluarea capacitatii de eliberarea a medicamentelor din sistemele particulate, s-a
realizat in mediu bazic pH=7,4, la temperatura de 37 °C. Spre exemplificare sunt evidentiate,
profilul curbelor cineticii de eliberare, cantitatea de medicament eliberatd si eficienta de
eliberare a probelor MA-8 si H in figurile 7.21; 7.22.

In ceea ce priveste procesul de eliberare a LEV din paticulele MA-8 si MA-H (figura
7.21 a) s-a observat o fazd mai rapida care este atinsa in primele 10 ore de eliberare, urmata
de o faza mai lenta (caracterizata printr-o eliberare constantd) pana la 120 de ore cand se atinge
maximul cantitétii de medicament eliberat, de 78,12 % in cazul probei MA-H, respectiv 59,31
% pentru proba MA-8 din cantitatea retinuta (figura 7.21 b). In cazul analizei procesului de
eliberare a probei MA-8 incarcata cu BEV (figura 7.22 a) au fost observate doua faze de
eliberare, o prima faza mai rapidd care este atinsa in primele 30 minute (30 %), umata de o a
doua faza de eliberare mai lenta (caracterizata printr-o eliberare constanta) pana la 583 ore cand
cand s-a atins maximul de 99 % din cantitatea de medicament retinuta (figura 7.22 b) . Analiza
cineticii de eliberare a fost realizatd pe baza modelului matematic Korsmeyer-Peppas (figurile

7.23;7.24; 7.25).
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Figura 7.21. Capacitatea probei MA-8 si H de a) eliberare a LEV b) eficienta de eliberare a
LEV
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Figura 7.23. Determinarea valorii parametrilor modelului Korsmeyer-Peppas pentru evaluarea

cineticii de eliberare specificd a LEV din nanoparticulele MA-8
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Figura 7.24. Determinarea valorii parametrilor modelului Korsmeyer-Peppas pentru evaluarea

cineticii de eliberare a LEV din nanoparticulele MA-H
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Figura 7.25. Determinarea valorilor modelului Korsmeyer-Peppas pentru evaluarea cineticii

de eliberare a BEV din nanoparticulele MA-8

In urma analizei datelor cinetice experimentale pentru intervalul 0 = 300 minute, a fost
posibil calculul exponentului difuzional.
Ecuatiile obtinute in urma prelucrarii datelor cineticii de eliberare sunt urmatoarele:
- y=0,4967- x — 1,7476, din care s-au determinat parametrii k = 0.23, n = 0.4967 si R? =
0.9851.
- y=0,5023-x — 1,7476, din care s-au determinat parametrii k = 0.127, n = 0.5023 si R?> =
0.9968.
- y=0,4968-x — 3,8964, din care s-au determinat parametrii k = 0.053, n = 0.4968 si R? =
0.9853.
Este cunoscut faptul ca valoarea lui # pentru o difuzie normala Fickiana este 0.5 <n <
1.0. Putem afirma ca in cazul nostru pentru toate cele trei probe analizate avem o difuzie
Fickiana procesul de transport al medicamentului prin matricea polimera fiind guvernat de

difuzie [171], [172], [173].
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Capitolul 8. Sisteme micro/nanoparticulate polimer-medicament pe baza de

chitosan grefat cu poli(etilen glicol) metil eter acrilat

Capitolul are ca scop prezentarea obtinerii unor sisteme polimer-medicament sub forma
de MNP originale incarcate cu principii biologic active pentru tratarea unor afectiuni ale
polului posterior al ochiului. Sunt discutate in detaliu rezultatele experimentale obtinute,

tehnicile experimentale si metodele de caracterizare utilizate.

8.1.1 Functionalizarea chitosanului prin metoda de grefare cu poli(etilen glicol)
metil eter acrilat

Modificarea chimica a chitosanului de poli(etilen glicol) metil eter acrilat (CS-g-PEG-
A) a fost realizatd conform unui protocolul prezentat in studiul realizat de Han si colaboratorii
sai. Modul de lucru a fost prezentat in detaliu in subcapitolul 5.2.5. Sinteza derivatului de
chitosan avut la baza reactia de tip aditie Michael [367]. Reactia de grefare este prezentata in
schema 8.1. Si 1n acest caz justificarea utilizarii CS si PEG-A are la baza ideea introducerii
unor proprietiti noi polimerului, respectiv imbunatatirea solubilitatii chitosanului in medii
apoase slab acide prin introducerea pe catena liniara a chitosanului a segmentelor de PEG-A

hidrofile.

OH OH
0 OH —OH o M|chael addition o) O OH
Hd’ov\}o)vc"'l F N o R o 0
3 n I NH
OHNH, | OHNH, |, OHNHZ 0CA8h LN, o OH N o
H c/o‘F/\oﬁ)K/ CHa

Schema 8.1. Reactia de functionalizare a chitosanului cu poli(etilen glicol) metil eter
acrilat
O confirmare a functionalizirii chitosanului cu PEG-A a fost obtinutd prin
caracterizarea structurald a derivatului prin Spectroscopia FT-IR. Spre exemplificare sunt
ilustrate spectrele FT-IR ale CS, PEG-A, PEG-A-g-CS (raport molar 1:1) in figura 8.1 si tabelul
8.1 Spectrul FT-IR al CS fiind descris in detaliu anterior, ne-am axat pe descrierea spectrelor
FT-IR PEG-A, respectiv CS-g-PEG-A. Spectrul FT-IR al PEG-A prezinta urmatoarele semnale
caracteristice: unul proeminent al benzii de absorbtie de la 1722 cm™! care este corespunzitor

vibratiilor dublei legaturi, la 2862 cm!

aparitia unui semnal intens caracteristic benzii de
absorbtie ale grupirilor CH, respectiv la 3435 ¢cm™! observa vibratiile axiale de intindere ale
gruparilor OH ale PEG-A. Modificarea chitosanului cu poli(etilen glicol) metil eter acrilat este
validata de aparitia a benzilor de absorbtie de la 1720 si 1654 cm™.
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De asemenea, 1n spectrul CS-g-PEG-A benzile de absorbtie corespunzatoare vibratiilor
de intindere ale gruparilor hidroxil, amino si amida ale chitosanului sunt deplasate usor,
semnalul benzii de absorbtie de la 1720 cm™! redus datoritd participarii la reactie, este ascociat
legaturilor duble C=C din PEG-A, iar banda de absorbtie de la 1654 c¢cm™! este specifica

vibratiilor de deformare ale gruparilor aminice acetilate corespunzatoare chitosanului.

T T T T T T T T J
) 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Figura 8.1. Spectrele FT-IR comparative ale CS, PEG-A, CS-g-PEGA

Caracterizarea copolimerului CS-g-PEG-A a fost realizatd si cu ajutorul spectroscopiei
RMN. S-a urmadrit influenta a diferite rapoarte molare chitosan/acrilat de poli(etilen glicol)
metil eter (1:0,5; 1:0,75; 1:1) asupra gradului de substitutie realizat. Spre exemplificare in
figura 8.3 (a, b, c) sunt prezentate spectrele 'H RMN care confirma realizarea grefarii
polizaharidului.

Pentru CS-g-PEG-A, in comparatie cu CS, picurile corespunzatoare protonilor —
COOCH2CH2- si -NH-CH2CH2>—COO- apar la 4.33 ppm si respectiv la 2.60 ppm. Semnalul
clar de la 3.37 ppm corespunde protonilor gruparii —OCH3 din unitatea structurala a poli(etilen
glicolului). Semnalele protonilor metilenici ai poli(etilen glicolului) se suprapun cu cele ale
protonilor Hs, H4, Hs si He al unitati glucozaminice.

Calculul gradului de substitutie (tabel 8.2) a fost realizat utilizand valoarea intensitatii
picului protonilor -COOCH2— (4.33 ppm) si cea a picului protonilor din gruparea acetilat —CH3
(2.00 ppm) specifica resturilor de chitina.

Tabel 8.2. Valori ale gradului de substitutie CS-g-PEG-A

Nr. crt Raport molar (CS:PEG-A) Grad de substitutie, %
1 1:0,5 5,5
2 1:0,75 15,2
3 1:1 16,5
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Valoarea gradului de grefare cea mai ridicata de 16,5 %, fiind atinsa in cazul in care
raportul molar chitosan/acrilat de poli(etilen glicol) metil eter a fost de 1:1. Important este Tnsa
faptul cd, pentru copolimerul grefat la raportul molar de 1:1 intre componente, s-a reusit
solubilizarea sa completd in apa ceea ce a confirmat ipoteza noastra de plecare si a permis

concluzia ca grefatul a fost optimizat din acest punct de vedere.
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Figura 8.2. Spectrele 'H RMN al a) chitosanului; b) PEG-A; ¢) CS-g-PEG-A

54



8.1.2. Prepararea micro/nanoparticulelor pe baza de CS-g-PEG-A prin dubla
reticulare in emulsie inversa

Pentru prepararea MNP pe baza de CS-g-PEG-A s-a respectat acelasi procedeu a
emulsiei inverse cu dubla reticulare descrisa in subcapitolul 5.2.6. De asemenea, si in acest
caz, ulterior etapelor de purificare probele de MNP au fost luate in considerare pentru stabilirea
unor caracteristici precum: diametru si polidispersitate; morfologie; comportament de umflare,
incdrcare si eliberare de medicament, hemocompatibilitate, test de toxicitate si citotoxicitate.
Protocoalele experimentale cu parametrii observati pentru pregétirea micro/nanoparticulelor
sunt prezentate in tabelul 8.3 si 8.4.

Tabel 8.3. Variatia parametrilor pentru sinteza micro/nanoparticulelor de (CS-g-PEG-
A) reticulate ionic cu tripolifosfat de sodiu.

Raport Raport Timp de
Rapo molar molar reticulare Timp de
Concentrati rt NHs"/ NHs"/ Ionica, reticulare Diam.
Cod a solutiei de faze | NasP3Oi10, | CsHsO2, | Tensioactivi, Viteza, min Covalenta, mediu,
probd | polimer, % | W/O moli moli % rpm min pum
Al 0.5 5.000 10 -
A2 0.5 5.000 30 -
A3 0.5 5.000 120 -
A4 0.5 1:1 5.000 150 -
A5 0.5 5.000 3,0
A6 0.5 9.000 1,7
A7 0.5 12.000 0,97
A8 0.5 15.000 0,96
A9 0.35 1:2 15.000 0,5
Al0 0.5 1:3 15.000 0,60
All 0.75 1:4 1:2 1:1 2 15.000 60 60 1,3

Tabel 8.4. Variatia parametrilor pentru sinteza micro/nanoparticulelor de (CS-g-PEG-
A) reticulate ionic cu sulfat de sodiu

Raport Raport
Conc. molar molar Timp de
solutiei de | Raport NH;"/ NH;*/ retic. cu Timp de Diam.
Cod polimer, faze NaxSOq4, CsHsOz, Tensioactivi, Viteza, NazSOs4, retic. cu mediu,
proba % W/0 moli moli % rpm min AG, min um
Bl 0.5 5.000 10 -
B2 0.5 5.000 30 -
B3 0.5 5.000 120 -
B4 0.5 1:2 5.000 150 -
B5 0.5 5.000 2,7
B6 0.5 9.000 1,6
B7 0.5 12.000 0,78
B8 0.5 15.000 0,6
B9 0.35 1:4 15.000 0,6
B10 0.5 1:5 15.000 0,7
Bl1 0.75 1:4 1:4 1:1 2 15.000 60 60 1,5
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8.1.2.1. Caracterizarea structurala a nanoparticulelor prin FT-IR

MNP preparate au fost caracterizate prin FT-IR, care a demonstrat formarea retelei
polimere prin intermediul dublei reticulari. Au fost inregistrate spectre FT-IR pentru toate MNP
obtinute, 1nsd acestea au prezentat un profil similar, motiv pentru care au fost alese
reprezentative doar spectrele FT-IR inregistrate pentru doud probe A8 si B8, diferenta intre
acestea fiind natura reticulantului ionic. Din spectrele celor doud probe evidentiate de figura
8.3 se observd semnalele corespunzitoare benzilor de absorbtie ce corespund naturii
reticulatului ionic folosit, ceea ce demonstreaza formarea de legaturilor prin procesul de
reticulare ionica intre polianionii de tripolifosfat (896 cm! ), respectiv anionii sulfat din
Na2S04 (617 cm™) si cationii de amoniu ai CS-g-PEG-A si a legaturi iminice (1568 cm™ ) prin
procesul de reticulare covalentd intre grupele aminice ale polimerilor si grupele carbonil ale

aldehidei glutarice [409], [410], [411], [412], [413], [367].

1074

' 560 ' 10‘00 ' 15‘00 ' 20‘00 ' 25‘00 ' 30‘00 ' 35‘00 ' 40‘00 ' 45‘00
Figura 8.3. Spectrele FT-IR comparative ale CS-g-PEGA si NPs probe A8, B8

8.1.2.2. Caracterizarea prin microscopie SEM

Caracterizarea din punct de vedere morfologic a MNP a fost realizatad prin microscopie
electronica de baleiaj. Din imaginile SEM inregistrate (figura 8.5 si 8.6) se constata diferente
importante morfologice si in ceea ce priveste dimensiunile particulelor acestea fiind
dependente de parametrii variati in prepararea acestora. Prin urmare, pentru probele A-5+8,
respectiv B-5+8, concentratia solutiei de polimer (0,5%), respectiv raportul polimer/reticulant
au fost mentinute constante, modificandu-se viteza de agitare de la 5,000 la 15.000 rpm/min.
Se remarca astfel cd viteza de agitare are o influenta destul de Insemnata asupra dimensiunii

particulelor aceasta fiind invers proportionald cu viteza de agitare.
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in cazul esantioanelor A-8, 9, 11, respectiv B-8, 9, 11, concentratia solutiei de polimer
a variat de la 0,35 % la 0,75 %, restul parametrilor fiind mentinuti constanti. $i in acest caz s-
a observat o crestere a diametrului de la 0,5 nm la 1,3 pm pentru probele A-8, 9, 11, respectiv
de la 0,6 nm la 1,5 um in cazul probelor B-8, 9, 11. Deci, se poate afirma ca diamentrul
particulelor este clar influentat de concentratia solutiei de polimer, acesta fiind mai ridicat in
cazul probelor A-11, respectiv B-11, comportament datorat cresterii vascozitdtii solutiei care
conduce la formarea de picaturi mai mari, fapt prezentat si de alte studii [70], [385]. Odata cu
cresterea concentratiei solutiei de polimer la 0,75 %, s-a observat o cresterea considerabild a

diametrului mediu si a polidispersitatii particulelor, dar i o scadere a tendintei de aglomerare.

Figura 8.5. Imagini SEM ale MNP optimizate reticulate ionic cu TPP
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Figura 8.6. Imagini SEM ale micro/nanoparticulelor optimizate reticulate ionic cu
sulfat de sodiu

8.1.2.4. Analiza comportamentului la umflare

Studiul comportamentului la umflare a condus catre rezultate interesante, valorile
obtinute pentru gradul maxim de umflare fiind intr-o buna corelatie cu parametrii procesului
de obtinere a micro/nanoparticuleleor. Gradul maxim de umflare al particulelor in medii apoase
este evident dependent de natura arhitecturii interne a retelei polimere nou formata. Caracterul
hidrofil al micro/nanoparticulelor poate oferi informatii importante in preconizarea
comportamentului acestora la Incarcarea/eliberarea medicamentului prin proces difuzional.

Analiza comportamentului la umflare a micro/nanoparticulelor in mediu acid (pH=3,4)
si bazic (pH= 7,4) dupa 24 ore a condus la urmatoarele rezultate evidentiate in figurile 8.10;
8.11; 8.12:
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- gradul de umflare al MNP reticulate cu TPP in mediu acid a avut valori cuprinse intre

700% si 1150 %

- gradul de umflare al MNP reticulate cu TPP in mediu bazic a avut valori cuprinse intre

511% si 670 %

- gradul de umflare al MNP reticulate cu sulfat de sodiu in mediu acid a avut valori
cuprinse intre 864 % si 1225 %

- gradul de umflare al MNP reticulate cu sulfat de sodiu in mediu bazic a avut valori
cuprinse intre 732 % si 804 %

Dupa o prima analiza a datelor experimentale obtinute din studiul gradului de umflare
pun in evidenta faptul ca: valorile gradului maxim de umflare in solutia tampon acetat ABS
(pH= 3,3) sunt mai crescute fata de cele inregistrate in solutia tampon fosfat (PBS, pH= 7,4),
respectiv influenta concentratiei solutiei de polimer, a vitezei de agitare si a raportului
polimer/reticulant ionic.

Modificarea concentratiei solutiei de polimer cu mentinerea constanta a vitezei de
agitare $i a raportului polimer/reticulant ionic conduce la urmétoarele concluzii:

- desi pentru probele A9, B9 a fost utilizata o concentratie a solutiei de polimer scazuta

(0,35 %), gradul de umflare prezinta valorile cele mai ridicate, ca urmare a retinerii apei

in aglomeratele polimere formate (care este evidentd doar in cazul probei BY) si a

gradului de reticulare a retelei care 1n acest caz este mai mic;

- odata cu cresterea diametrului mediu al particulelor, respectiv a concentratiei solutiei
de polimer a condus la o scddere a cantitatii de apa retinuta (A-8 si 11, B-8 si 11) si deci

a gradului de umflare, valoarile obtinute pot fi puse pe baza unei impachetari mai bune

a legaturilor chimice dintre moleculele polimerilor pentru obtinerea retelei, absorbtia

de apa fiind invers proportionald cu gradul de reticulare al probei.

Un efect similar este inregistrat si in cazul probelor A-10 si B-10, la care s-a constatat
o scadere a gradului maxim de umflare odata cu cresterea cantitatii de TPP sau sulfat de sodiu
in fapt a raportului molar TPP/grupe aminice sau sulfat de sodiu/grupe aminice, consecinta
logica a cresterii densitdtii de reticulare a retelei.

In cazul setului de probe A-5+11 valorile gradului maxim de umflare in mediu bazic
sunt inferioare celor atinse in mediu acid, comparativ cu valorile esantioanleor B-5+11, unde
valorile sunt destul de apropiate de cele din mediu acid, acestea fiind dependente de natura
reticulantului utilizat si a faptului cd majoritatea grupdarilor aminice ale chitosanului sunt
deprotonate deci, prin urmare, se formeaza legaturi de hidrogen in reteaua polimera nou

formata.
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Figura 8.10. Influenta concentratiei asupra gradului maxim de umflare in mediu acid (ABS, pH=3,4) si bazic
(PBS, pH=7,4) pentru sistemele de particule reticulate ionic cu TPP (A) si sulfat (B): A9, B9 (0,35%); A8, B8
(0,5%); A11, B11 (0,75 %)
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Figura 8.11. Influenta vitezei de agitare asupra gradului maxim de umflare in mediu acid (ABS, pH=3,4) si
bazic (PBS, pH=7,4) pentru sistemele de particule reticulate ionic cu TPP (A) si sulfat (B): A5,B5 (5.000 rpm);
A6,B6 (9.000 rpm); A7,B7 (12.000 rpm); A8,B8 (15.000 rpm)

4.2.8.5. Capacitatea de includere a LEV

Studiul capacitatii de includere a principiilor active a MNP a fost realizat utilizand ca
medicament model LEV.

Incarcarea LEV in MNP a fost realizata prin difuzie, si s-a constatat ci acestea au reusit
dupa 72 h sa incapsuleze intre 0,48 + 0,89 mg medicament. Prin urmare, eficientele de incarcare
cu medicament au avut valori de 47,0 + 76,0%, proband o capacitate ridicata a suporturilor
polimerice MNP de a retine compusul biologic activ. Eficienta de incarcare a prezentat valori
destul de ridicate. Datele experimentale obtinute sunt in acord cu cele obtinute in cazul
comportamentului acestora la umflare discutate anterior, asa cum ne asteptam se poate observa

ca, dozele de medicament incapsulate de suporturile polimerice reticulate cu sulfat de sodiu
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sunt mai ridicate. Spre exemplificare, au fost alese 4 probe (A8, A9, BS, BY), cinetica

procesului de incarcare a LEV este prezentata in figura 8.13.
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Figura 8.13. Cinetica Incarcarii cu LEV a probelor A8, A9, B8, B9

8.1.2.6. Capacitatea de eliberare a LEV

Pentru obtinerea sistemelor polimer-principiu biologic activ, ca medicament model s-a
ales LEV pentru tratarea unor afectiuni ale polului posterior al ochiului. Prin urmare s-a impus
studiul capacitatii de eliberare a LEV din MNP obtinute anterior, acesta fiind realizat prin
metoda difuzionald, in mediu bazic pH=7,4, la temperatura de 37 °C.

In ceea ce priveste procesul de eliberare a LEV pentru probele A8, A9, BS, B9, figura
8.14; 8.15 a) sib) s-a observat o etapa in care LEV a fost eliberat mai rapid si anume in primele
10 ore, urmata de o a doua etapa mai lenta (caracterizata printr-o eliberare constantd) pana la
120 de ore cand se atinge maximul cantitatii de medicament eliberat (A8 — 53,33% ; A9 —
49,22 %; B8 — 64,4 % ; B9 — 60,0 %). Analiza cineticii de eliberare a fost realizata, de asemenea

si pe baza modelului matematic Korsmeyer-Peppas (figurile 8.16 si 8.17).
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Figura 8.15. Capacitatea probelor A-9 si B-9 de a) eliberare a LEV b) eficienta de eliberare a
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Figura 8.16. Determinarea valorilor modelului Korsmeyer-Peppas pentru evaluarea cineticii

de eliberare a LEV din nanoparticulele A-8
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Figura 8.17. Determinarea valorilor modelului Korsmeyer-Peppas pentru evaluarea cineticii

de eliberare a LEV din nanoparticulele B-8

In urma analizei datelor cinetice experimentale pentru intervalul 0 ~ 480 minute, a fost

posibil calculul exponentului difuzional, pe baza ecuatiilor de mai jos:

- y=0,4294- x —3,351; din care s-au determinat parametrii k = 0.4214, n = 0.4294 si R? =

0.9778.

-y =0,5182" x — 3,2; din care s-au determinat parametrii k = 0.189, n = 0.5182 si R?> =

0.9845.

Putem observa cd in ambele cazuri (A8, B8), valoarea exponentului n care

caracterizeaza mecanismul de eliberare, este destul de apropiata de 0,5 (0,5 <n < 1,0), ceea ce

indica un mecanism de transport/eliberare dominat, practic, de difuzie.

63



8.1.2.7. Hemocompatibilitatea

Testul de hemoliza este o cerinta obligatorie pentru materialele care intra in contact cu
sangele, deoarece interactiunea acestora cu componentele sangvine poate duce la liza
eritrocitelor. Din acest motiv au fost evaluate efectele nanoparticulelor preparate asupra
sangelui cu ajutorul unui test de hemoliza. Rezultatele obtinute in urma acestui studiu au pus
in evidenta faptul ca gradul de hemoliza creste odata cu cresterea concentratiei de nanoparticule
(figura 8.18). S-a constatat ca nanoparticulele obtinute prezintd o buna compatibilitate cu
mediul sangvin care se incadreaza in limitele normale (< 10% comparativ cu proba control
pozitiv) [431]. De asemenea s-a observat o crestere a procentului pentru hemolizd in cazul
probelor B8 in acest caz fiind folosit ca si reticulant ionic Na2SOa, o posibila cauzad fiind
cantitatea mai ridicata necesare pentru reticularea retelei (raport molar NH3*/ Na2SOs - 1/4), in

comparatie cu proba A8 (raport molar NH3*/ TPP- 1/2).
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Figura 8.18. Influenta concentratiei de nanoparticule asupra gradului de

hemoliza
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Concluzii generale

Prezenta teza de doctorat a avut ca obiectiv principal obtinerea si caracterizarea unor
noi sisteme polimere sub forma de geluri pe baza de poliglobalida si sub forma de
micro/nanoparticule pe baza de dervati de chitosan pentru transportul si eliberarea controlata
a medicamentelor in cazul unor afectiuni specifice ale pielii si afectiuni ale segmentului
posterior al ochiului

Realizarea acestui obiectiv a demarat cu realizarea gelurilor pe baza de poliglobalida si
a copolimerului poli(etilen glicol) cu functii tiolice prin intermediul reactiei de aditie tiol-ena
fotoinitiata, respectiv a doud tipuri de sisteme particulate biocompatibile cu caracter de
hidrogel, pe baza de chitosan modificat chimic cu poli(etilen glicol) metacrilat, respectiv
poli(etilen glicol) metil eter acrilat prin reactia de aditie Michael, utilizand tehnica dublei
reticulari (reticularea majoritard fiind cea ionica urmata de reticularea covalentd cu scopul
asigurdrii stabilitatii mencanice a particulelor) realizatd in emulsie inversa.

Concluziile constatate Tn urma cercetariilor, structurate in cele patru capitole, sunt
prezentate in cele ce urmeaza:

1. S-a realizat cu succes reactia de aditie tiol-ena radicalica intre doi polimeri (PGL si
PEG-SH) cu proprietati hidrofile/hidrofobe foarte diferite, prin intermediul fotoinitierii
reactiei.

< pentru sinteza poliglobalidei a fost utilizatd metoda de polimerizarea cu deschidere de
ciclu enzimatica catalizatd de lipaza raportata in literatura.

< sinteza copolimerului de poli(etilenglicol) cu functii tiolice s-a realizat prin procesul de
policondensare a poli(etilen glicol) diol cu acid tiomalic in prezenta trifluorometansulfonat
de scandiu [Sc (OTf)s3] drept catalizator foarte eficient si chemoselectiv.

< analiza structurald FT-IR si FT-Raman a celor doi polimeri a permis obtinerea unor
informatii cu privire la grupdrile functionale ale PGL, si anume aparitia unei benzi
caracteristice in jurul valorii de 1673 cm’!, care rezultd din prezenta functionalitatii
alchenelor C=C in catena principala a polimerului. De asemenea in cazul analizei FT-

Raman pentru copolimerul PEG-SH spectrul evidentiazd aparitia benzilor caracteristice

cum ar fi : semnalul specific vibratiilor gruparii esterice (O-C=0) la 1673 cm™! si cel

specific gruparii functionale tiolice (SH) la 2570 cm’!.
< caracterizarea prin 'H RMN, a confirmat obtinerea celor doi polimeri prin aparitia de noi
picuri specifice si anume: in cazul PEG-SH legarea acidului tiomalic pe lanturile de PEG

este justificatd de aparitia peakurilor specifice de la 2,27 pm care corespund gruparilor
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functionale tiolice si sugereazd cd acestea au fost stabile in timpul procesului de
policondensare, iar in cazul PGL aparitia semnalului picului caracteristic al legiturilor C=0 la
5,5 ppm.

s-a constatat in urma analizelor structurale efectuate (GPC, '"H RMN) c¢d PGL prezintd o
masa moleculard (Mn) de aproximativ 6000 g/mol, si o polidispersitate ridicata de 3,4,
respectiv o conversie a monomerului ridicatd de 74 % comparativ cu alte metode de lucru
raportate in literatura.

analiza GPC a copolimerul poli(etilenglicol-co-tiomaleat) (PEG-SH) a confirmat
obtinerea acestuia prezentand o masa moleculard (Mn) de aproximativ 2400 g/mol, o
polidispersitate mare de 3,3 si un grad de policondensare de 3,25.

rezultatele analizei MALDI MS au dezviluit doar o fractie de masa molecularad scazuta
datorita polidispersiei ridicate a probei, si a confirmat masa unitatii monomere de 238 Da.
in cazul PEG-SH analiza MALDI MS nu a putut fi utilizatd pentru determinarea masei
moleculare, insa a evidentiat faptul ca copolimerul PEG-SH este format dintr-un amestec
de lanturi macromoleculare cu numar diferit de macromeri PEG si comomeri tiomaleat.
Datorita polidispersitatii ridicate a copolimerului, rezultatele au fost considerate doar ca o
masura calitativa a probei PEG-SH.

analiza citotoxica a dovedit cd PEG-SH, respectiv PGL sunt polimeri biocompatibili, iar
viabilitatea celulara a fibroblastelor 3T3 tratate cu concentratii de pana la 10 mg/ml a fost
comparabila cu viabilitatea celulelor martor netratate

2. S-au obtinut 18 tipuri de geluri polimere pe baza de poliglobalida si poli(etilen glicol)

functionalizat cu grupari tiolice

=

=

s-au prepararat noi tipuri de retele polimere pe baza de poliglobalidd prin intermediul
reactiei de aditie radicalica tiol-end polimer-polimer fotoinitiata

caracterizarea gelurilor prin spectroscopie FT-Raman a evidentiat semnalele vibratiilor de
intindere specifice benzii legaturii duble (C=C) la 1673 cm!, reprezentand legaturile duble
nereactionate ale PGL si semnale vibratiilor de intindere specifice benzii (SH) la 2570 cm
I, reprezentand grupe tiol nereactionate.

retelele reticulate (gelurile) au fost analizate si prin analiza elementard, astfel pentru
G3,6,9,12,15,18 (c=20% si diferite rapoarte molare initiale SH/C=C, 1/1, 1/2, 1/3, 1/4,
2/1, 3/1), continutul de sulf a fost doar putin mai mic comparativ cu, continutul teoretic
initial de sulf calculat din raportul initial al polimerilor cu privire la fractia de gel de

recuperata.
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Spectofotometria UV-Vis (Testul Ellman’s) a evidentiat faptul ca, continutul de grupe tiol
libere este dependent atit de concentratia totald de polimeri cat si de rapoartul molar
(SH/C=C) utilizat, acesta crescand constant odata cu cresterea concentratiei, astfel retelele
reticulate preparate la concentratii mai mici contin o cantitate mai mare de sulf reactionat.
De asemenea, diferenta dintre sulful total si sulful din gruparile tiol nereactionate este
strans legata de sulful reactionat din grupdrile tiol transformate, acesta fiind cel mai
probabil cel din legaturile C-S-C formate intre PGL si PEG-SH, insa nu se exclude
complet nici posibilitatea formarii si a unor legaturi disulfidice (S-S).

pe baza rezultatelor obtinute prin utilizare analizei foto-reoligice se poate afirma ca téria
structurala a gelurilor este dependentd de concentratia totald a amestecului de polimeri.
De asemenea, cea mai mare rigiditate, de aproape 10 kPa pentru modulul de stocare, a fost
inregistrata pentru G9 (c=20 %, raport molar de 1/3), in timp ce la ¢c=40% au fost
inregistrate valori apropiate de valorile obtinute la c=10 %, fapt ce indica ca, la fel ca in
cazul cineticii de reticulare, ca pentru stabilitatea gelurilor exista un optim in domeniul de
concentratie totala de polimeri cuprinsd intre 10% si 20%.

Caracteristicile mofologice ale gelurilor polimerice liofilizate au fost analizate cu ajutorul
tehnicii de microscopie electronicd de baleiaj, aceasta confirmand in cazul G16,17,18
obtinerea unor geluri cu structurda macroporoasa omogena cu dimensiuni $i pori
interconectati cu forme destul de regulate pentru concentratiile 20 %, 10%, 5%, avand
dimensiunea cuprinsa intre 30, 60 si 150 pm.

comportamentul gelurilor la umflare a dezvaluit valori scazute in cazul umflarii in mediu
apos (20 + 70 %) datorita prezentei PGL (polimer hidrofob) ca parte a retelei, dar
proprietati excelente de umflare in THF unde gradul de umflare a gelurilor a fost cuprins
in intervalul 400 +1000%

in urma evaluarii citotoxicitatii retelelor reticulate, determinata utilizand fibroblastele 3T3,
s-a constatat cd materialele pe baza de PGL poseda o biocompatibilitate ridicata de pana
la 50 mg/ml de continut de gel solid in extracte si pot fi luate in considerare pentru
utilizarea in aplicatiile biomedicale.

gelurile obtinute s-au dovedit a avea capacitate de retinere a LEV prin proces difuzional.
eliberarea medicamentului 1n mediu apos se face cu un “burst effect” in primele 10 ore de
eliberare, urmata de o faza mai lenta (caracterizata printr-o eliberare constantd) pana la 48

ore cand s-a atins o valoare de aproximativ 0,38 mg/mg gel.
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9 procedura de modelare matematica a datelor cinetice de eliberare pe baza modelului
matematic Korsmeyer-Peppas a permis calculul exponentului difuzional n a cérui valoare
indica un transport al medicamentului guvernat de difuzie.

3. S-au obtinut doi derivati de chitosan prin modificarea chimica a acestuia cu poli(etilen
glicol) metacrilat, respectiv poli(etilen glicol) metil eter acrilat prin reactii chimice la guparile
aminice primare ale polizaharidei formdand compusi cu noi proprietdti care au stat la baza
obtinerii suporturilor polimere ulterioare.

< caracterizarea structurala a derivatilor CS-g-PEG-MA, respectiv, CS-g-PEG-A prin
spectroscopie FT-IR a confirmat grefarea ambelor tipuri de poli(etilen glicol) pe catena
principala a polizaharidei argumentatd de deplasarea benzilor de absorbtie in spectrul
derivatilor comparativ cu benzile caracteristice spectrului chitosanului si, de asemenea de
aparitia unora noi semnale.

< caracterizarea celor doi derivati prin spectroscopie 'H RMN a evidentiat prezenta celor
doua tipuri de poli(etilen glicol) in structura noilor compusi prin aparitia picurilor specifice
protonilor din unitatea structurala a poli(etilen glicolului), care lipsesc in structura
chitosanului nativ.

O determinarea gradului de substitutie a derivatilor sintetizati, s-a realizat cu ajutorul
intensitatii picurilor specifice protonilor din unitatea structurala a poli(etilen glicolului) si
a chitosanului.

9 In urma determindrii gradului de grefare prin Spectroscopia de rezonantd magnetica (1H
RMN) acesta s-a dovedit a fi dependent de raportul molar -NH2/PEG-A.

< analiza stabilitatii termice a derivatului CS-g-PEG-MA evidentiaza faptul ca din punct de
vedere termic CS-g-PEG-MA este mai putin stabil comparativ cu chitosanul efect care
este pus pe seama reducerii cantitatii de legaturi de hidrogel dintre lanturile de polizaharid,
ca urmare a interpunerii intre acestea a grefelor de poli(etilenglicol) metacrilat

< analiza curbelor obtinute prin Calorimetrie prin scanare diferentiald (DSC) a chitosanului
si a CS-g-PEG-MA a sugerat o buna stabilitate termicd a acestora.

4. S-au obtinut 14 tipuri de sisteme micro/nanoparticule polimere pe baza derivatilor CS-
g-PEG-MA prin metoda emulsiei apa in ulei cu dubla reticulare. Reticularea ionica a fost
majoritarad realizandu-se intre polianioni (tripolifosfat) NasP3;O1o sau anionii de sulfat Na>SO4
si cationii de amoniu ai CS-g-PEG-MA si prin legdturi iminice formate prin procesul de
reticulare covalentd (cu rol de stabilizare mecanica) intre grupele aminice ale polimerului §i

grupele carbonil ale aldehidei glutarice
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caracterizarea structurald prin spectroscopie FT-IR a micro/nanoparticulelor a confirmat
realizarea celor doud tipuri de reticulare (ionicd, covalentd) prin prezenta benzilor de
absorbtie caracteristice fiecareia.

caracterizarea morfologicd prin SEM confirma obtinerea unor sisteme particulate cu forma
sferica si dimensiuni submicronice, adecvate aplicatiei vizate.

caracteristicile morfologice ale particulelor s-au dovedit a fi dependente de factorii:
concentratia solutiei de polimer, raportul molar -NH3**/ TPP sau Na>SO4 si -NH**/AG,
timpul de reticulare ionica si covalentd, respectiv viteza de agitare.

curbele diferentiale de distributie granulometrica, cu aspect monomodal, sunt in acord cu
dimensiunea micro/nanoparticulelor determinata prin microscopia electronica de baleiaj,
astfel evidentiindu-se influenta concentratiei solutiei de polimer.

analiza de difractometrie cu radiatie laser a micro/nanoparticuleleor a evidentiat un aspect
monomodal al curbelor de distributie granulometricd, cu polidispersitate relativ mica si
diametrul mediu al nanoparticulelor cuprins intre 90 - 3500 nm, rezultate in acord cu cele
inregistrate prin microscopie electronica.

se constatad si in acest caz cd dimensiunea particulelor si polidispersitatea acestora este
dependenta de factori precum concentratia solutiei de polimer, natura reticulantului ionic
si viteza de agitare.

reducerea diametrului particulelor, este din ce In ce mai pronuntatd odata cu scaderea a
concentratiei solutiei i cresterea vitezei de agitare, ca o consecintd a densitatii mai mari
de reticulare; se obtin astfel sisteme particulate de dimensiuni reduse si mai bine
individualizate.

analiza prin Calorimetrie prin scanare diferentiala (DSC) a nanoparticulelor a sugerat o
bund stabilitate termicd a acestora.

micro/nanoparticulele preparate au dovedit un comportament la umflare bun atat in medii
de pH acid cat si usor bazic.

scaderea concentratiei solutiei de polimer de la 0,75 % la 0,35 %, respectiv cresterea
vitezei de agitare a dus la o scadere a diametrului probelor de la 3500 nm la 100 nm.
scaderea concentratiei solutiei de polimer conduce la o crestere a gradului maxim de
umflare a nanoparticulelor in mediu apos (pH = 3,4), acest comportament influenteaza
capacitatea de incarcare cu medicamente.

caracteristicile de umflare, includere si eliberare a micro/nanoparticulelor pot fi controlate

prin modificarea parametrilor studiati.
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< micro/nanoparticulele obtinute s-au dovedit a avea capacitate de incapsulare a LEV si
BEV prin proces difuzional.

< eliberarea medicamentului in mediu apos (pH= 7.4, care simuleaza lichide fiziologice) se
realizeaza in primd faza cu un “burst effect”, atingand o valoare de aproximativ 78,12 %
LEV si 30 % BEV dupa 10 ore din cantitatea totald incarcata, manifestand in continuare
tendinta de eliberare a medicamentului.

S procedura de analiza a datelor cinetice de eliberare pe baza modelului matematic
Korsmeyer-Peppas a permis calculul exponentului difuzional # a carui valoare indicd un
transport al medicamentului guvernat atat de difuzie pentru probele MA-8,9 si MA-D,E,
respectiv de difuzie cat si de umflare, in cazul celorlate suporturi.

< testul de viabiltate celulara exemplificat pe probele MA-5,6,8 demonstreaza lipsa de
toxicitate a particulelor.

< rezultatele testelor de hemoliza pe nanoparticulele de tip MA-8 au dovedit ca acestea sunt
hemocompatibile si pot fi administrate intraocular.

< micro/nanoparticulele obtinute s-au dovedit a fi practic lipsite de toxicitate si potential
aplicabile ca purtatori ai unui anticorp anti-VEGF A, concluzii rezultate in urma efectuarii
de experimente pe animale de experienta asupra modelului de formare a tuburilor celulelor
endoteliale, respectiv efectului antiangiogenic asupra diabetului/boli inflamatorii ale
ochiului.

5. S-au obtinut 14 tipuri de sisteme micro/nanoparticule polimere pe baza derivatilor CS-
g-PEG-A prin metoda dublei reticulari in emulsie inversa, utilizandu-se aceiagi reticulanti ca
in cazul anterior.

9 spectroscopia FT-IR a micro/nanoparticulelor a confirmat formarea de noi legaturi
corespunzatoare celor doua tipuri de reticulare (ionica, covalentd) prin prezenta benzilor
de absorbtie caracteristice fiecareia.

& caracterizarea morfologica prin SEM releva obtinerea unor sisteme particulate cu forma
sferica si dimensiuni submicronice, corespunzatoare aplicatiei vizate.

< profilul morfologic al sistemelor polimere s-a dovedit a fi dependent de urmatorii factori:
concentratia solutiei de polimer, raportul molar —-NH3**/ TPP sau Na>SO4 si -NH**/AG,
timpul de reticulare ionica si covalenta si viteza de agitare.

< analiza de difractometrie cu radiatie laser a micro/nanoparticuleleor a evidentiat un aspect
monomodal al curbelor de distributie granulometrica, cu polidispersitate relativ mica si
diametrul mediu al nanoparticulelor cuprins intre 90 - 4500 nm, rezultate in acord cu cele

inregistrate prin microscopie electronica.
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se constata si in acest caz cd dimensiunea particulelor si polidispersitatea este dependenta
de factori precum concentratia solutiei de polimer, natura reticulantului ionic si viteza de
agitare.

odatd cu scaderea a concentratiei solutiei si cresterea vitezei de agitare, densitatea de
reticulare creste conducand la reducerea diametrului particulelor, obtindndu-se sisteme
polimere particulate mai individualizate de marimi reduse.

suporturile polimerice obtinute s-au dovedit a avea o capacitate buna de umflare atat in
mediu de pH acid cét si usor bazic.

scaderea concentratiei solutiei de polimer de la 0,75 % la 0,35 %, respectiv cresterea
vitezei de agitare a dus la o sciddere a diametrului particulelor de la 3500 nm la 100 nm.
scaderea concentratiei solutiei de polimer de la 0,75 % la 0,35 % conduce la o crestere a
gradului maxim de umflare a nanoparticulelor in mediu apos (pH = 3,4), acest
comportament influenteaza capacitatea de incércare cu medicamente.

proprietdtile de umflare, includere si eliberare a medicamentelor din micro/nanoparticule
pot fi controlate prin modificarea parametrilor studiati.

micro/nanoparticulele obtinute prezintd o capacitate buna de incércare a levofloxacinului
prin difuzie, cantitatea de LEV incapsulata fiind dependentd de concentratia solutiei de
polimer.

eliberarea medicamentului in mediu apos ( pH= 7,4, care simuleaza lichide fiziologice) se
realizeaza in prima faza cu un “burst effect”, atingand o valoare de aproximativ 60 % LEV
dupa 10 ore din cantitatea totald Incarcatd, manifestand in continuare tendintd de eliberare
a medicamentului pana la 120 ore.

analiza a datelor cinetice de eliberare pe baza modelului matematic Korsmeyer-Peppas a
permis calculul exponentului difuzional » a carui valoare indicd un transport al
medicamentului guvernat atat de difuzie pentru probele A-8,9 si B-8,9, respectiv de difuzie
cat si de umflare, in cazul celorlate suporturi.

rezultatele testelor de hemoliza pe nanoparticulele de tip A-8 si B-8 au dovedit ca acestea
sunt sunt hemocompatibile si pot fi administrate intraocular.

Tinand cont de rezultatele cercetdrii si de concluziile desprinse pe baza acestora,

prezentate anterior, consideram ca obiectivele tezei de doctorat propuse au fost indeplinite si

ca sistemele polimere realizate prezinta caracteristici structurale, morfologice, sunt indicate

pentru transportul de principii biologic active si au potential de utilizare atat in aplicatii ale

ingineriei tisulare cat si in terapia afectiunilor segmetului posterior al ochiului.
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