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Studii in vitro privind eliberarea nistatinei dintr-o membrana
microporoasa de poliuretan-uree
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The studies were concerned on the releasing of nystatin from polyurethane urea (PUU) microporous
membrane at different pH values at room temperature. The whole ATR-FTIR spectrum of PUU-nystatin is
shifted to smaller wave numbers compared to control PUU which indicates the increasing of structurated
degree of PUU-nystatin. The stress-strain curves are sustained by the ATR-FTIR results demonstrating the
structurating effects of a polar bioactive nystatin materialized through an increasing of the initial modulus.
The nystatin delivery in watery solution has a strong reaction to pH. At pH 3, in the first 170 minutes, the
nystatin is released in proportion of 38% whereafter drug release is approximately constant in time.
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Cedarea controlata a produselor bioactive din matrici
polimere biocompatibile °i bioresorbabile reprezintd una
din cele mai avansate metode de administrare a
medicamentelor [1]. Eliberarea medicamentelor funcpie
de timp este de reguld specifica unui anumit organ, pesut
sau situs din organism (stomac, intestin subpire sau gros,
tumoare, chist etc) [2]. Sistemele polimere sub formé de
gel, membrane microporoase sau nanofibre au fost
frecvent utilizate ca suporturi pentru eliberarea controlata
a medicamentelor [3-6]. Medicamentele incorporate in
diferite tipuri de polimeri °i direcpionate spre o anumita
hintd au o toxicitate redusa ca urmare a plafonarii salturilor
de concentrapie in substanpa activa liberd, o specificitate
ridicatd °i elimind terapia discontinud [6]. Cedarea
medicamentului dintr-o matrice polimera depinde atat de
modalitatea de inglobare a medicamentului in polimer ©i
de proprietapile polimerului (structurd chimica °i
supramoleculard, permeabilitate, solubilitate a unitapilor
structurale, temperaturd de tranzipie sticloasa, cristalinitate,
proprietdhi mecanice, biocompatibilitate, biodegra-
dabilitate), cat °i de caracteristicile mediuluiin care se afla
(pH, temperaturd, umiditate, sisteme enzimatice) °i ale
unor factori externi (de exemplu un cadmp electric slab)
[7-20].

In lucrarea de fapd ne-am propus sé studiem modul de
eliberare a nistatinei in vitro, funcpie de pH, dintr-o
membrand microporoasd de poliuretan-uree bio-
compatibild [21], in vederea obpinerii ulterioare a unor
preparate antifungice. Nistatina fiind o poliend antimicotica
eficientd fapd de ciuperci din genurile Cryptococcus ©i
Candida, este folositd n tratarea infecpiilor fungice ale pielii
% mucoaselor gurii, vaginului, tractului intestinal, precum
%in profilaxia pacienpilor cu risc crescut de infectii fungice,
cum ar fi cei bolnavi de SIDA i cei supu®i chimioterapiei
[22, 23].

Partea experimentald
Sinteza poliuretan-ureei (PUU)

Poliuretan-ureea a fost obpinuta conform unui procedeu
descris anterior [24], pornind de la poli(etilen adipat)diol
cu masa moleculard 2000 (1 mol), 4,4'- difenil metan
diizocianat (MDI) (puritate 99,2%) (6 moli), butilen glicol
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(BG) (puritate 99,6%) (4 moli) © ap& (1 mol) in solupie de
dimetil formamida (DMF) (40% w/w), la 60°C, timp de 8 h.
Masa medie molara a polimerului are valoarea de 116.607
(‘obpinutd prin cromatografie de permeapie pe gel ,aparat
GPC tip PL-EMD-950). Concentrapia in grupe uretanice este
de 3,05 mol/1000g polimer, iar raportul molar uretan:uree
este 3:1.

Obpinerea filmului microporos din poliuretan-uree cu
nistatind

Solupia din PUU cu 1000 ppm nistatind a fost obpinuté
din solupie de PUU ©°i solupie de nistatind in DMF,
corespunzator unei concentrapii de 400 Ul/g polimer. Solupia
PUU-nistatind, degazata in prealabil la presiune scazutd
(10-15 mm Hg timp de 8-12 min), s-a depus pe un suport
de sticld cu dimensiunile de 220:240:4 mm cu ajutorul unui
raclu cu deschiderea fantei de 6 mm. Suportul cu solupia
polimerd a fost introdus timp de doud ore intr-o incinta
inchisa saturata in vapori de apa la temperatura de 45°C,
obhinandu-se 0 membrana cu microporozitate uniforma
[25], care a fost In continuare uscata Tn etuva, la 37°C ©i
presiune scazutd de 20 mm Hg, timp de 200 h. Pentru
indepértarea urmelor de solvent, membrana microporoasé
rezultatd a fost condipionata o saptdmana intr-un exicator
la temperatura camerei i presiunea de 1-2 mm Hg.

Trasarea curbei etalon a nistatinei

Trasarea curbei de etalonare Tn UV-VIS s-arealizat pinand
cont de solubilitatea redusa a nistatinei in solupie apoasa
[26] ©i de concentrapia medicamentului incorporat in
membrana.

Metode de analiza

Proprietébile mecanice ale probelor de PUU, respectiv
PUU-nistating, au fost studiate cu un aparat de tip TIRA-
Test 2161 cu computer inglobat. Probele au fost intinse la
temperatura camerei cu viteza de 14 mm/min.

Structura chimica a matricei polimere a fost studiata cu
un spectrometru Bruker Vertex 70 cu transformanta Fourier
prin metoda reflexiei totale atenuate in infrarou (ATR-
FTIR).

La fiecare determinare au fost introduse céate 0,5 g
membrana de PUU-nistatind ih 10 ml solupie tampon acid
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Fig. 1. Spectrul ATR-FTIR al PUU
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Fig. 2. Spectrul ATR-FTIR al PUU-nistatind

citric - NaHPO, (Fluka), termostatata la temperatura de
20°C, cu pH2; 3 4,8,5,8; 7,4 i respectiv 8. Fiecare probd a
fost agitatd continuu pana in momentul masuratorii.
Cantitatea de nistatind eliberatd a fost mésurata la 305
nm prin metoda spectrofotometrica, utilizand un
spectrofotometru UV-VIS Jenway 6505 cu achiziie de date.

Rezultate ©i discupii
Masuratori ATR-FTIR

Prin comparabia spectrelor in infraro®u ale PUU °i PUU-
nistatinei obpinute prin reflexie total atenuata (fig. 1, 2) se
observa ca raportul absorbanpelor gruparilor C=0,,,/
C=0,,4s4; (1) de laPUU martor este supraunitar, iar raportul
absorf)an elor gruparilor C=0,,,,/C=0,, . (II) de la PUU-
nistatina este subunitar. Pe deé alta parte absorbpiile
specifice ale intregului spectru al PUU-nistatinei sunt
deplasate cdtre numere de unda mai mici in raport cu
martorul.

Aceste caracteristici spectrale indica un grad mai mare
de ordonare al arhitecturii macromoleculare in
membranele cu nistatind, nistatina inglobata in matricea
poliuretanica determinand desfacerea unei parpi din
legdturile de hidrogen formate intre grupele uretan °i ester
O creCterea concentrapiei in structuri mai ordonate, de tip
uretan-uretan. Marirea gradului de ordonare al matricei
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poliuretan-ureice Tn prezenpa nistatinei a fost observata i
la alte amestecuri poliuretani-compu®i organici cu masa
molard mica [27, 28] ©i, asociaté cu o foarte bund separare
de faze, are ca efect imbunétapirea in ansamblu a
proprietapilor polimerului [24, 29].

Proprietapi mecanice

Poliuretan-ureea cu nistatind da un raspuns diferit fapa
de martor la solicitérile mecanice, dupd cum se observa
la analiza curbelor tensiune-deformare in zona inalt
elastica (fig. 3).

In timp ce polimerul martor prezintd un modul inipial
de 26,25 MPa, modulul corespunzétor probei de PUU-
nistatind are valoarea de 43,89 MPa, ceea ce confirma
separarea de faze ©i structurarea matricei polimere sub
influenpa nistatinei. Pe de altd parte, modulul inipial scade
dupd umectare atét la martor cét °i la PUU-nistatina, cu o
marime care variaza funcpie de pH-ul mediului (fig. 4).

Acest comportament se poate explica prin faptul cé
suprafapa unei membrane hidrofile de poliuretan (cu o
concentrapie de peste 2 moli uretan la 1000 g polimer) se
hidrofobizeaza dupa contactul cu apa, in timp ce o
suprafapd hidrofob& devine mai hidrofila [30, 31]. Fiind o
poliend hidrofobd, nistatina determina cre®terea hidrofiliei
membranei poliuretan-ureice microporoase la contactul
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cu apa. In plus, apa din matricea polimera face ca lanpurile
macromoleculare sa fie mai mobile [32], iar forpele inter-
% intramoleculare sa scadd, fenomen ce se reflecta prin
scaderea modulului inipial la probele umectate in raport
cu martorii. Modificarea modulului inipial nu numai ca
urmare a umectdrii, ci °%i a domeniului de pH poate fi
explicatd printr-o hidratare mai accentuatd a matricei
polimere la un anumit pH, cum este cazul la pH 3, unde se
observa o scddere a modulului inipial cu 51,43% la martor
9i 53,47% la PUU-nistatina.

Eliberarea nistatinei

Cantitatea de nistatina eliberata din matricea polimera,
funchie de timp, depinde de valorile pH-ului mediului in
care se afla (fig. 5).
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Fig. 5. Procentul de nistatind eliberatd din matricea polimerd
funcpie de timp pentru diferite valori ale pH-ului mediului

S-aconstatat ca in primele 100 min proporia de nistatind
eliberata cre®te rapid, avand ca rezultat cedarea in mediu
a 5-36% din cantitatea totald de nistatind inglobata in
polimer. Cea mai mare cre®tere se inregistreazad pentru
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pH=3, datorita cre®terii hidrofiliei matricei polimere la
acest pH. In intervalul de timp 100-600 min, proporpia
nistatinei eliberate este relativ constanta. Acest
comportament indicd prezenpa ih matricea polimera atat
a nistatinei libere, cat °i a celei legate. Nistatina libera trece
uor in solupie, procesul fiind controlat de solubilitatea
medicamentului °i permeabilitatea membranei, in timp ce
nistatina legata de lanpurile macromoleculare prin legaturi
slabe este eliberatd in funcpie de morfologia matricei
polimere [1], motiv pentru care trecerea acesteia in solupie
este mai lenta.

Concluzii

Nistatina inglobatd in membrana poliuretanica
determind maérirea gradului de ordonare al matricii
polimere, fapt confirmat de masurétorile ATR-FTIR.
Aceasta, asociata cu o foarte buna separare de faze, are
ca efect imbunétapirea in ansamblu a proprietapilor
polimerului.

Separarea de faze ©i structurarea matricii polimere sub
influenpa nistatinei este confirmata °i de masuratorile
mecanice (modulul inipial al PUU-nistatind este aproape
dublu fap@ de modululinipial al PUU). De asemenea, proba
PUU-nistatind, atunci cand este umectatd, raspunde diferit
la deformadrile mecanice, funcpie de pH-ul mediuluiin care
se afld. La pH=3 se observd o scadere accentuatd a
modulului inipial (cu 53,47%). Modificarea modulului inigial
nu numai ca urmare a umectarii, i °i a domeniului de pH
poate fi explicatd printr-o hidratare mai accentuatd a
matricei polimere la un anumit pH, cum este la pH=3.

Procentul de nistatind eliberatd din membrana
microporoasd poliuretanicad depinde de morfologia
matricei polimere °i de pH-ul mediuluiin care se afla proba.
In primele 100 minute proporpia de nistatind eliberata cre®te
rapid, in mediu cedandu-se 5-36% din cantitatea totala
inglobatd in polimer. Cea mai mare cre®tere se
inregistreaza la pH=3 datorita cre®terii hidrofiliei matricii
poliuretanice la acest pH.
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