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Surfactanpi polimerici pentru stabilizarea nanoparticulelor
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Polymeric nanopatrticles are widely used as drug carriers in order to achieve the targeting of drug to the ill
tissue. N-vinyl-2-pyrrolidone and itaconic anhydride were copolymerized and the alternating copolymer
was then grafted with PEG of different molecular weight, to form amphiphilic copolymers. The grafted
copolymers have been used to prepare polycaprolactone nanoparticles. The PCL has been chosen as it can
mimic the hydrophobic drugs. Several emulsions were stabilized and characterized by SLS. The synthesized
copolymers proved to be effective in stabilizing nanoparticles. The mean diameter of nanoparticles was

stable in time, over 12 weeks.
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In industria farmaceutica se cauta in prezent noi solupii
pentru eliberarea controlatd a medicamentelor. Este cazul
in special a medicamentelor destinate terapiei
anticanceroase, adesea dificild din cauza biodisponibilitapii
nespecifice a principiului biologic activ, caracterizata prin
prezenpa acestuia Tn cantitate scazutd la nivelul pesutului
tumoral i acumularea in pesuturi normale, unde determina
efecte toxice (in special la nivel hepatic).

Numeroase sisteme de eliberare controlata au fost deja
descrise in literaturd, unele pur fizice (sistemul port-a-cath,
care presupune implantarea unui cateter prin intermediul
céruia se administreaza medicamentul), altele bazate pe
noi vectori ce pot transporta medicamentul pana la pesutul
pinta.

Tumorile sunt caracterizate prin anumite particularitapi
morfofuncpionale, cum ar fi angiogeneza crescuta,
permeabilitate capilard crescuta i drenare limfatica foarte
lentd. Din aceste cauze, acumularea medicamentelor la
nivel tumoral se poate realiza, prin efecte de permeabilitate
°j retenpie crescutd (EPR)[1].

Pentru a realiza eliberarea controlatd a medi-
camentelor, diferite tehnici pot fi utilizate. Una din cele mai
promipatoare este includerea principiului activ in particule
polimerice (nanoparticule [2], nanocapsule [3], micele
[4], conjugate medicament-polimer [5] sau lipozomi [6].

Nanoparticulele sunt utilizate frecvent ca sisteme de
transport, intrucat pot asigura transportul principiului activ
pand la nivelul pesutului pintd, persistand un timp indelungat
in circulapia sangvind (cazul nanoparticulelor cu lanpuri
poli(etilenglicol) (PEG) pe suprafapd). De asemenea
nanoparticulele permit administrarea pe cale intravenoasa
a medicamentelor lipofile.

Pentru a obfine nanoparticule stabile se utilizeazd un
surfactant. Majoritatea nanoparticulelor utilizate Tn
domeniul biomedical sunt stabilizate cu un surfactant
polimeric, de obicei poli(alcool vinilic) (PVA)[7, 8] sau un
membru al familiei Pluronic (copolimeri bloc poli(etilen
glicol)-poli(etilen oxid)-poli(etilen glicol). Pluronic are
anumite dezavantaje, cum ar fi toxicitatea °i ne-
biodegradabilitatea [9].

Numeroase tehnici de obpinere a nanoparticulelor au
fost descrise. Una din primele metode descrise este
polimerizarea Tn emulsie. Numero®i autori au descris
mecanismul acestei polimerizari [10, 11].Lee °i colab [12]
au obpinut nanoparticule de poli(acid lactic)-succinat de
tocoferil - polietilen glicol prin tehnica emulsiei duble, in
prezenpa poli(alcool vinilic) PVA. Emulsifierea spontand a
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fost descrisa de cétre lyer [13] care a obpinut micele
copolimerice pe bazd de stiren-alt-anhidrida maleica. In
acest caz, hidrolizatul stiren-alt-anhidridd@ maleica
achioneaza ca surfactant. Studii asemé&natoare au fost
realizate de catre Zeisser[14] care a sintetizat nanoparticule
de poli(acid lactic) incércate cu hipericina. Nanoparticule
pe baza de poli(acid lactic - acid glicolic) au fost obpinute
% de cétre Jeon prin dializa [15].

Partea experimental&

N-vinil-2-pirolidona a fost achizipionatd de la Sigma
Aldrich ©i a fost utilizatd fara purificare suplimentara,
anhidrida itaconicd a fost achizipionatd de la Fluka ©i
utilizatd ca atare (conpinutul de acid itaconic determinat
prin RMN *H a fost sub 1%), azobisizobutironitril (AIBN) a
fost purificat prin recristalizare din metanol de doud ori.
PEG a fost purificat prin liofilizare. Pluronic - F68 a fost
achizipionat de la Acros. Topi solvenpii au fost achizitionapi
de la Sigma-Aldrich sau Acros ©i au fost utilizapi ca atare.

Sinteza copolimerilor NVP - Al

Copolimerii NVP-Al au fost sintetizapi prin polimerizare
radicalica clasica, in prezenpa AIBN, utilizand acetat de etil
ca solvent. Intr-un balon cu trei gaturi prevazut cu un
refrigerent a fost introdusd o cantitate de anhidrida
itaconica (5g) dizolvatd in acetat de etil. AIBN (1% molar
fapd de totalul comonomerilor) a fost dizolvat in NVP (4,95
g). Raportul molar inipial intre cei doi comonomeri a fost
de 1:1. Precipitatul de culoare alba a fost recuperat la
sfareitul reachiei ©i purificat prin extrachie Soxhlet in benzen
timp de 8 h, urmata de uscare sub vid, 24h. Produsul final
a fost caracterizat prin RMN tH, *C % IR.

Sinteza copolimerilor grefapi

Grefarea copolimerilor NVP-alt-Al a fost realizata prin
reacpia cu PEG (PEG350, PEG550, PEG750) in lipsa
solventului. Reacpia a fost realizatd intr-un balon cu doud
gaturi in atmosferd inertd (argon), sub agitare, la 120°C.
Produsul final a fost spélat cu THF de 4 ori pentru a elimina
PEG nereacpionat. Produsul grefat a fost in general
hidrosolubil, in funchie de numarul de unitdhi anhidridice
rdmase intacte, solubilizarea putand dura pana la 10 ore.
Spectrul IR al solupiei clare obpinute la dizolvarea
copolimerului grefat in apd, a ardtat ca toate unitapile
anhidridice au fost hidrolizate. Produ®ii au fost caracterizaji
prin GPC apos cuplat cu cromatografie de excluziune
sterica i IR.
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Determinarea CMC

Concentrapia criticd micelard a fost masurata cu ajutorul
unui tensiometru Kruss K 1000 prevézut cu doud biurete,
pentru diluarea solupiei de analizat, pastrand volumul
constant.

Prepararea nanoparticulelor

Nanoparticulele au fost preparate prin tehnica evaporarii
solventului. O solupie de poli(caprolactond) (PCL) in acetat
de etil a fost preparatd (4 g/L). Copolimerul a fost dizolvat
in acela®i volum de apa deionizatd, rezultdnd o solupie de
concentrapie 0,4 g/L. Cele doud solupii au fost amestecate,
sub agitare magneticd moderata, °i apoi ultrasonate la
450W timp de 5 min cu un generator Bioblock. Acetatul
de etil a fost eliminat la presiune redusa, la temperatura
camerei.

Determinarea dimensiunilor particulelor

Diametrul mediu al nanoparticulelor °i indicele de
polidispersitate au fost determinate cu un instrument
Malvern Nanosizer prin tehnica difracpiei statice a luminii.
Pentru a masura diametrul particulelor, au fost realizate
dilupii de 1/100 (volumic) in apa deionizaté.

Rezultate ©i discupii
Sinteza copolimerilor

Copolimerizarea NVP cu Al a avut loc printr-un
mecanism ce implica existenpa unui complex de transfer
de sarcind, dupd@ cum a fost relevat de catre humero®i
autori[16, 17]. Copolimerul obpinut este de tip alternant,
de®i anhidrida itaconica spre deosebire de cea maleica
prezintd posibilitatea de a homopolimeriza.

Spectrul *C a relevat urmatoarele:

Atom Deplasarea chimica (ppm)

Spectrul IR al copolimerilor sintetizapi aratd prezenpa
celor doud benzi anhidridice, (1863 cm™ ©i 1778 cm?)
date de legatura C=0; banda amidica (1680 cm™); CH,
polimer (2960 cm?).

Din studiul RMN s-a observat cd modificarea raportului
dintre cei doi comonomeri nu a determinat modificri
importante in compoziia copolimerului.

Copolimerii grefapi

Spectrul IR al copolimerilor grefapi arata formarea unei
intense benzi ester (1730 cm?) ©i scaderea dramatica a
semnalului corespunzétor benzilor C=0 din anhidrida.
Reacpia nu decurge cu deschiderea completd a ciclurilor
anhidridice, nici in cazul unui raport inihial PEG/(anhidrida
copolimer) supraunitar. Pastrarea unui procent de grupari
anhidridice intacte permite modularea caracterului
copolimerului sintetizat, prin grefarea unui alt compus
hidrofil/hidrofob. Astfel, pentru a cre®te aportul
componentei hidrofobe, a fost grefat 1-dodecanol. Unitaile
anhidridice rdmase intacte sufera un proces de hidroliz
la dizolvarea copolimerului in apd, transformandu-se in
acid, ceea ce favorizeaza solubilizarea.

Determinarea CMC
CMC a fost determinat prin metoda lamei Wilhelmy,
folosind un sistem automat. Tensiunea superficiala a fost
determinata prin intermediul ecuapiei:
F

o=
Lcos@

unde:
O reprezintd tensiunea superficiala,
F - forpa ce acpioneazd asupra balanpei,
L - lungimea udata de lichid.
0 - unghiul de contact.
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Metoda Wilhelmy prezintd anumite avantaje: nu
necesitd efectuarea de corecpii, cum este cazul metodei
inelului, nu modifica starea de echilibru a sistemului, din
moment ce lama nu se deplaseazd, odatd ce suprafapa
lichidului a fost atinsd. In concluzie metoda Wilhelmy se
preteazd cel mai bine la mésurarea CMC a surfactanpilor
macromoleculari. O posibila explicapie a valorilor destul
de mari gasite pentru CMC ar putea fi comportamentul
special al PEG in apé.

Valorile masurate ale CMC sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1
MASELE MOLECULARE MEDII & CMC ALE COPOLIMERILOR GREFAPI

Proba PEG PEG/AI Mn(g/mol) CMC (g/L)
LC14 350 1:1 18896 4,08
LC15 350 3:4 20060 4,70
LC16 550 1:1 25630 4,07
LC17 550 3:4 32110 5,28
LCI18 750 1:1 22810 5,01
LCI19 750 3:4 28350 4,86
Pluronic F-68 2,66

Conform aCteptarilor, masa moleculard medie a crescut
odaté cu cre®terea masei PEG utilizat °i cu raportul PEG/
anhidrida.

Prepararea nanoparticulelor

Nanoparticulele de PCL au fost stabilizate prin utilizarea
copolimerilor sintetizapi sau a unui amestec copolimer/
Pluronic in unele cazuri. In toate cazurile, s-a utilizat un
polimer poli(caprolactond) cu masa de 14000. Rezultatele
sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2
DIAMETRUL MEDIU AL PARTICULELOR, MASURAT PRIN SLS
Surfactant Diametrul mediu (um)
Pluronic F68 153
LC14 160
LC15 160
LC16 159
LC17 158
LC18 168
LC19 157

Diametrul mediu al particulelor nu s-a modificat
substanpial in funcpie de e®antionul de copolimer utilizat.
Imediat dupa preparare nanoparticulele au fost stabile, in
unele cazuri aparand un fenomen de precipitare la cateva
zile dupé preparare. Chiar °i in acest caz, printr-o u®oard
agitare nanoparticulele au fost imediat redispersate,
infirmand astfel prezenpa fenomenelor de floculare.
Stabilizarea stericd indusa de lanpurile copolimerice
conpindnd PEG a fost eficientd, dimensiunea
nanoparticulelor fiind asemanétoare celor stabilizate cu
Pluronic.

Stabilitatea nanoparticulelor a fost urmérité pe parcursul
a mai multor s&ptdmani, masurand la intervale regulate
de timp diametrul acestora. La temperatura camerei
diametrul nanoparticulelor nu a inregistrat variapii
semnificative, ceea ce dovede®te ca stabilizarea sterica
conferitd de grupdrile PEG este eficientd.

Concluzii

Copolimerii NVP-alt-Al au fost sintetizapi prin
polimerizare radicalica clasica. Deoarece copolimerizarea
decurge printr-un complex de transfer de sarcing,
copolimerul obpinut este de tip alternant, dupd cum au
aratat i studiile RMN.
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Fig. 2. Diametrul mediu al nanoparticulelor in funcpie de timp

Copolimerii sintetizapi au fost grefapi cu PEG de diverse
mase molare, pentru a obpine copolimeri amfifili
hidrosolubili. Copolimerii grefapi au fost caracterizai prin
spectroscopie IR °i GPC apos cuplat cu cromatografie de
excluziune stericd. CMC a copolimerilor sintetizai a fost
determinatd prin metoda Wilhelmy, metoda indicata
pentru sistemele macromoleculare.

Nanoparticule de policaprolactond au fost stabilizate
prin intermediul copolimerilor amfifili sintetizapi, diametrul
mediu al nanoparticulelor avand valori similare celor
stabilizate cu Pluronic, un surfactant frecvent utilizat.
Stabilitatea nanoparticulelor Tn timp a fost studiatg,
ardtandu-se ca diametrul variaza foarte pupin, deci
nanoparticulele stabilizate cu acest tip de surfactant pot fi
stocate un timp Tndelungat, Tnainte de o eventuala
administrare in scop terapeutic.
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