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Inventia se refera la un procedeu de sinteza a unui compozit magnetic sub forma de
microparticule ale unui copolimer pe baza de spiro ortoester cu anhidrida maleica si cu
magnetita incapsulata in matricea polimerica, in sinteza, aplicabil ca purtator magnetic de
substante bioactive siinstrument terapeutic pentru transportul la tinta si eliberarea controlata
a medicamentelor, sau ca structura responsiva pentru sisteme tip senzor.

Substantele bioactive aplicate in diverse terapii prezinta o serie de proprietati care
induc aspecte negative, in cazul aplicarii in stare pura, cum ar fi: hidrofobia care promoveaza
precipitarea lor in apa, selectivitate scazuta pentru tesutul tinta, biodistribuire in volum mare
sau extravazare cu efecte secundare severe asupra tesuturilor sanatoase, clearance-ul
rapid, degradarea in vivo ce necesita doze mari la administrare, susceptibilitatea de a crea
rezistenta.

Din aceste motive, este preferabilad incapsularea medicamentului intr-un sistem de
eliberare corespunzator, constituit dintr-un polimer sau copolimer care sa prezinte printre
caracteristici: stabilitate fizica, dimensiuni corespunzatoare tipului de aplicatie, abilitatea de
a incapsula cantitati adecvate de medicament fara a incarca excesiv organismul, protejare
la degradare, fara pierderi de medicament, viteze de eliberare controlabile din purtator la
tesutul tintit, suprafete biocompatibile cu antigenicitate minima, biodegradabilitate cu eli-
minare sau toxicitate minima a produselor de descompunere (S. Einmahl, F. Behar-Cohen,
F. D'Hermies, S. Rudaz, C. Tabatabay, s.a. A New Poly(Ortho Ester)-Based Drug
Delivery System as an Adjunct Treatment in Filtering Surgery. Investigative
Ophthalmology & Visual Science 42(2001), 695-700; JDG Duran, JL Arias, V. Gallardo,
AV Deigado. (2008). Magnetic colloids as drug vehicles. J. Pharm. Sci., 97, 2948-2983).

In literatura de specialitate, se prezintd un domeniu larg de polimeri naturali si sintetici
disponibili pentru formarea de nanoparticule. Cerintele principale pentru aplicare in domeniul
biomedical sunt biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, absenta reactiilor imunitare si a
toxicitatii. De asemenea, sunt necesare hidrofilia suprafetei si dimensiuni relativ reduse, in
asa fel incat sa poata evada din tesutul reticuloendotelial (J. Heller, J. Barr, S. Y. Ng, K. S.
Abdeliauoi, R. Gurny, Poly(ortho esters): synthesis, characterization, properties and
uses. Advanced Drug Delivery Reviews 54 (2002) 1015-1039).

inliteratura stiintifica, se prezinta microparticule polimerice cu caracteristici magnetice
atat cu aplicatii tehnice (separare, transportul fluidelor, tonere), cat si biomedicale analitice
sau clinice, ca: transportul medicamentelor la o tinta specifica, purificarea acizilor nucleici
si a proteinelor, separarea celulara, extractia ADN-ului, imobilizarea enzimatica, sau ca
sonda magnetica cu capabilitatea de crestere a semnalului sau a contrastului in imagistica
de rezonanta magnetica. Datorita caracteristicilor magnetice, pot fi manipulate de catre un
camp magnetic exterior agsa cum se practica in hipotermie, separarea magnetica celulara,
transportul tintit al principiilor bioactive (medicamente) (J. Heilera, J. Barr, S. Y. Nga, H. R.
Shen, K. S. Abdellaouib, S. Einmmahl, A. Rothen-Weinhold, R. Gurny. Poly(ortho
esters)-their development and some recent applications, European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics 50 (2000) 121-128).

Combinarea nanoparticulelor de magnetita cu polimeri pentru a obtine sisteme com-
pozite stabile prezinta avantaje, cum ar fi: matricea polimerica poate fi functionalizata prin
creare de grupe functionale active catalitic sau biologic; poate actiona ca si compatibilizator,
interactionand cu mediul cu care vine in contact; reduce toxicitatea prin prevenirea con-
tactului direct al materialului magnetic anorganic cu tesutul biologic; materialul magnetic
permite manipularea nanoparticulelor de catre un camp magnetic exterior.
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Magnetita este o varianta de material magnetic, folosita deseori in formularile biome-
dicale deoarece are stabilitate chimica, toxicitate redusa si nu este cancerigena. Folosind
matrici polimerice biodegradabile sau nebiodegradabile, naturale sau sintetice, magnetita
sub forma de nanoparticule se inglobeaza prin tehnici diferite, cum ar fi: polimerizare in dis-
persie sau in polimeri preformati.

Din clasa spiroortocarbonatilor, 3,9-divinil-2,4,8,10-tetraoxaspiro[5.5] undecan este
un comonomer hidrolizabil ce contine o legatura biciclica scindabila hidrolitic. Manifesta
citotoxicitate si genotoxicitate acceptabile. Introducerea grupelor spiroacetalice in structura
polimerilor imbunatateste solubilitatea, proprietatile de adeziune, stabilitatea termica si
oxidativa, capacitatea de formare de filme, rigiditate si sensibilitate la pH acid. Este stabil la
pH alcalin si are capacitatea de a reactiona la oxigenul eteric pentru a forma legaturi de
hidrogen sau coordinative cu alte grupe functionale. Aceste proprietati fac din 3,9-divinil-
2,4,8,10-tetraoxaspiro[5.5] undecan un component promitator in compozitul magnetic cu
aplicatii biomedicale.

Dintre tipurile de polimeri, copolimerii pe baza de anhidrida maleica au multe aplicatii
in domeniul biomedical si farmaceutic, prin activitatea sa proprie biologica, favorizate de
biocompatibilitate, solubilitate in apa, structura bine definita, posibilitatea de a modifica
balanta hidrofil/hidrofoba prin alegerea corectda a comonomerului sau prin reactii ulterioare
pe copolimer. Ciclul maleic este labil, permitand reactii blande cu medicamente, proteine si
enzime. In mediu apos, ciclul maleic hidrolizeaza si se deschide cu formare de dou& grupe
carboxilice care permit acces la functionalizare, de exemplu grefare covalenta la acizi aminici
pentru conjugare cu biomolecule. in prezenta unui alcool, se genereaza un semiester.

Interesul in sinteza de polimeri sintetici biodegradabili pentru eliberarea controlata
a agentilor terapeutici este subliniat de numeroase brevete care descriu polimeri
poli(ortoesteri) biodegradabili sau bioerodabili, hidrofobi, care intra ca matrice in compozitia
unor dispozitive pentru administrarea cu viteza controlata a medicamentului.

Astfel de compusi sunt prezentati in brevetele US 4093709, US 4131648,
US 4138344 si US 4180646. Brevetul US 6258895 prezinta sinteza de polimeri cu grupari
repetabile spiro ortoesterice, cu aplicabilitate la compozitele dentare de umplutura.

n US 0033140 polimerii poli(ortoesterici), ca si compusi biodegradabili si compozitiile
ce includ acesti polimeri, sunt utili pentru aplicatii ca dispozitive medicale si compozitii
farmaceutice, cu viteza de hidroliza apreciabila (utila in aplicatiile care necesita biodegradare
si/sau bioerodare), fara a fi necesara doparea cu substante bazice sau acide (de exemplu
lactide si/sau glicolide) pentru a stimula hidroliza.

Astfel de materiale sunt descrise si in exemplul din brevetul US 4304767, care pre-
zinta matrici Tn compozitia cérora intra si poli(ortoesteri), pentru medicamente sau alti agenti
bioactivi folositi in diferite terapii, care se degradeaza in contact cu mediul si elibereaza
principiile active.

Brevetul US 5461140 se refera la polimeri bioerodabili pe baza de polimeri ortoesterici
care cliveaza in conditiile fiziologice, folositi la eliberarea controlata a agentilor terapeutici.

in brevetul US 4549010 se descriu copolimeri bloc sau alternanti, pe baza de
poli(ortoesteri), care incorporeaza tipuri specifice de dioli in catena principala, bioerodabili
in mod predictibil, hidrofili, cu aplicatii biomedicale (dispozitive de eliberare controlata a sub-
stantelor bioactive, suturi, acoperiri bioerodabile). In US 5030457 se prezinté sinteza de poli-
meri dintr-un monomer ortoesteric si un triol, cu structura flexibila, bioerodabili, destinati
dispozitivelor moi de dozare a medicamentului.
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In brevetul WO/2007/124016, care se referd la transportul magnetic si chelatizarea
formularilor terapeutice, un material magnetic de tipul magnetitelor este incorporat intr-un
material polimeric insolubil in ap&, biocompatibil, cum ar fi un poli(ortoester). in exemplul
prezentat, materialul magnetic se disperseaza intr-un solvent, in care polimerul si/sau
agentul terapeutic este dizolvat. Faza organica se emulsioneaza in apa in prezenta unui
stabilizator si, In final, se elimina solventul pentru a se obtine particule solide. Procedeul se
realizeaza latemperatura de 25...37°C. Alternativ, agentul terapeutic poate fi atasat la supra-
fata particulelor preformate prin adsorbtie, complexare sau legare covalenta. Procedeul
prezinta dezavantajul ca necesita un numar mare de faze tehnologice si presupune utilizarea
de solventi organici.

De asemenea, in US 0216320 se descrie un sistem de tip stent si/sau alte dispozitive
implantabile pentru eliberarea locala a unui agent terapeutic. Formularea include nanopar-
ticule de material magnetic sau magnetizabil, biocompatibil, ce poarta agentul terapeutic sau
celulele responsive magnetic. Aceste particule sunt incapsulate intr-un material polimeric
insolubil Tn apa, bio/nebiodegradabil ce poate fi un poli(ortoester).

in US 4957998 se descriu polimeri biodegradabili sintetizati pentru dispozitive
medicale cu eliberare controlata a principiilor bioactive si care contin legaturi de tipul acetal,
carboxi-acetal, ortoester si/sau carboxi ortoester.

US 8574311 prezinta un polimer biodegradabil reticulat si metoda de sinteza a
acestuia. Compozitia polimerica include un monomer multifunctional, un diol (de exemplu
poli(etilen glicol)) si un diacid nesaturat (de exemplu acid maleic, anhidrida maleica) partial
polimerizat, pentru a forma o retea care se fotoreticuleaza intr-o dubla retea.

US 7005136 este directionat pe dispozitive medicale de inlocuire a osului, pe baza
de compozitii ce contin un polimer lichid sintetic, bioabsorbabil si biocompatibil ca produs de
reactie a unui poliacid sau a unui derivat al acestuia, cum ar fi anhidrida maleica, un acid
gras si un poliol.

In US 7138464 se prezinta polimeri absorbabili pentru aplicatii biomedicale sau
farmaceutice, purtatori de grupe acide sau bazice capabili sa produca conjugare ionica cu
agenti bioactivi bazici sau acizi, produsi prin reactii de aditie a monomerilor functionali
nesaturati pe un polimer lichid absorbabil si generare ulterioara de functionalitati reactive,
sau prin copolimerizare directa a unui initiator carboxilic cu monomeri ciclici pentru a produce
copoliesteri lichizi purtatori de grupe carboxilice sau poliesteri carbonati.

De asemenea, in brevetul RO 125752 B1 se prezinta un procedeu de sinteza a unui
compozit magnetic utilizat ca purtator in aplicatii terapeutice, in care, intr-o prima faza, are
loc dispersia a 3,9-divinil-2,4,8,10-tetra-oxaspiro[5,5] undecanului in prezenta de dodecilben-
zensulfonat de sodiu, agent tensioactiv, si ferita sub forma de ferofluid stabilizat, avand o
concentratie de 2,8%, cu agitare la 70°C, dupa care, in a doua faza, se adauga azoizobutiro-
nitril ca initiator radicalic, dispersat in apa cu metacrilat de 2-hidroxietil sau amestec de meta-
crilat de 2-hidroxietil si metacrilat de glicidil, dupa care produsul rezultat este prelucrat si
liofilizat, obtindndu-se un compozit magnetic avand un grad de gonflare la echilibru de 149%
si 0 conductivitate electrica de 0,584 mS/cm.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in realizarea unei reactii de sin-
teza a unui compozit magnetic sub forma de microparticule cu magnetita incapsulata in situ.

Procedeul de sinteza a unui compozit magnetic sub forma de microparticule de copo-
limer pe baza de spiro ortoester cu anhidrida maleica si cu magnetita incapsulata in matricea
polimerica, in sinteza, conform inventiei, consta dintr-o prima etapa in care se sintetizeaza
matricea polimerica prin amestecarea intr-un raport molar de 1:2 a 3,9-divinil-2,4,8,10-
tetraoxaspiro[5.5] undecan cu anhidrida maleica, in solutie de 22,5% dioxan, in prezenta de

4
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2,92 x 10 M 2,2'-azobis(2-metilpropionitril), la o temperatura de 75°C, in atmosfera de azot,
cu agitare de 250 rot/min, timp de 24 h, precipitare si spalare cu dietileter, filtrare si uscare
in etuva de vid, dupa care, in etapa a doua, se amesteca intr-un raport gravimetric de 1:3
de copolimer sintetizat in prima etapa cu eritritol, in 11 ml dioxan, la o temperatura de 80°C,
cu agitare, timp de 4 h, apoi in etapa a treia se prepara in situ compozitul magnetic, prin
adaosul de 5% magnetita fata de cantitatea de copolimer, mentinand amestecul de reactie
la o temperatura de 80°C, cu agitare de 250 rot/min, timp de 6 h, urmat de racire, colectarea
compozitului preparat pe un magnet permanent, spalare intensa cu alcool etilic si, la final,
uscare in etuva de vid la o temperatura de 25°C, timp de 24 h.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- este un procedeu ecologic, fara emanatii toxice, simplu de aplicat pe instalatii
existente, cu un numar redus de faze tehnologice;

- continutul de oxid metalic poate fi modificat conform aplicatiei;

- capacitate de cuplare prin legaturi de natura fizica a nanoparticulelor magnetice cu
compusi anorganici sau bioactivi, largind gama de aplicatii biomedicale;

- stabilitate la stocare, cat gi operationald, in decursul unei potentiale utilizari.

Se da, Tn continuare, un exemplu de realizare a inventiei:

Procesul de sinteza a compozitului magnetic hibrid implica trei faze: sinteza matricei
polimerice (1), functionalizarea suplimentara a matricei polimerice prin desfacerea ciclului
maleic din anhidrida cu meso-eritritol (Il) si prepararea compozitului magnetic (llI).

Tn prima faz&, monomerii 3,9-divinil-2,4,8,10-tetraoxaspiro[5.5] undecan (U) si anhi-
drida maleica (AM), in raport molar: U:AM = 1:2, in solutie de 22,5% in dioxan, se introduc
intr-un vas de reactie in sine cunoscut, cu fund rotund, prevazut cu agitator mecanic, termo-
metru in circuitul de vapori, racord de alimentare cu azot si refrigerent racit cu apa, plasat
intr-o baie de ulei termostatata. Amestecul este sub agitare si se incalzeste gradat pana la
40°C pentru dizolvarea completé a reactantilor. Initiatorul radicalic 2,2'-azobis(2-metilpropio-
nitril), in proportie de 2,92 x 10 M, se adauga treptat. Se incalzeste, in continuare, ames-
tecul de reactie pana la 75°C, in atmosfera de azot, sub agitare (250 rot/min), si se mentine
timp de 24 h. Dupa racire, amestecul copolimer - mediu de reactie este adaugat treptat in
dietileter pentru precipitarea si purificarea copolimerului. Se spala de doua ori cu dietileter,
se izoleaza prin filtrare si se usuca in etuva de vid la temperatura camerei $i 600 mm Hg timp
de 24 h, rezultand copolimerul [P(MA-co-U)] sub forma de pudra alba.

in faza a doua, intr-o instalatie similara cu prima faza, 0,2 g copolimer se reactio-
neaza cu 0,6 g eritritol (E) pentru un raport gravimetric [P(MA-co-U)]:E = 1:3, in 11 ml dioxan.
Se incalzeste amestecul de reactie la 80°C pentru 4 h sub agitare, timp in care se realizeaza
desfacerea ciclului maleic din anhidrida.

In faza a treia, se prepard compozitul magnetic [P(MA-co-U)/E/Magnetits]. Se folo-
sesc doua variante de magnetita: sub forma de pulbere (D), sau in dispersie apoasa stabili-
zat&, de concentratie 3,9% (A). in acelasi vas de reactie, peste amestecul de reactie din faza
a doua, se adauga 0,04 g magnetita pulbere D sau 1 ml dispersie apoasa A stabilizata,
pentru un continut teoretic de magnetitd in matricea polimericad de 5% in greutate. Se
mentine amestecul la 80°C, sub agitare (250 rot/min), pentru inca 6 h.

Nanoparticulele de compozit magnetic rezultate sunt colectate pe un magnet per-
manent, spalate intens cu alcool etilic si apoi uscate pentru 24 h la 25°C si 600 mm Hg in
etuva de vid. Se pastreaza in exicator de vid in vederea analizelor si a prelucrarii ulterioare
in scopul cuplarii cu substante antioxidante sau alte substante bioactive.
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In legatura cu capacitatea de aplicare ca purtator magnetic de substante bioactive
si instrument terapeutic pentru transportul la tinta si eliberarea controlata a medicamentelor,
sau ca structura responsiva pentru sisteme tip senzor, compozitul magnetic este testat din
punct de vedere al distributiei dimensiunilor prin difuzia luminii laser, potentialului zeta in
dispersie apoasa, a magnetizarii si a stabilitatii termice.

Tabelul 1 prezinta dimensiunile particulelor, potentialul zeta, conductivitatea electrica
si magnetizatia pentru compozitele magnetice sintetizate cu magnetita D si cu magnetita A.

Tabelul 1
Diametrul hidrodinamic, potentialul zeta { si conductivitatea electricé
pentru probele de nanocompozit magnetic

Caractristica/Proba P(MA-co-U)/E/Magnetita D P(MA-co-U)/E/Magnetita A
Diametru hidrodinamic mediu 295 342
X nm
Potential zeta ¢, mV - 343 - 350
Conductivitate electrica®, 243 297
mS/cm
Magnetizatie la saturatie ™, 21593 30841
emul/g

¥ - Se masoara folosind tehnica de difractie dinamica a razei laser pe dispozitivul Malvern Nano ZS ZetaSizer
device (Malvern Instruments, UK).

) _ Se utilizeaza un magnetometru Lakeshore VSM 7410 System pentru un cAmp magnetic cuprins intre - 20000
si 20000 Oe la temperatura camerei (25°C).

Diferentele care apar sunt o masura a interactiunii stabilite intre polimer si magnetita,
respectiv incapsularea acesteia in matricea polimerica. Valorile potentialului zeta reflecta
stabilitatea si dispersabilitatea in dispersie apoasa, cu floculare mica in procesul de stocare.

Din curbele de magnetizatie rezultate se observa ca nu prezinta histerezis magnetic,
iar cu cresterea intensitatii cGmpului magnetic se inregistreaza marirea magnetizatiei de
saturatie. Valorile magnetizatiei reflectd o comportare caracteristica particulelor slab
magnetice.

Caracterul termosenzitiv al compozitului magnetic sintetizat se evidentiaza prin
evaluarea comportarii Tn regim de crestere a temperaturii. Prin urmarirea modificarii diame-
trului hidrodinamic cu temperatura, se stabileste acest caracter al particulelor compozite
hibride preparate pentru potential uz biomedical. In tabelul 2 se prezinta variatia diametrului
hidrodinamic in intervalul 25...39°C, in domeniul temperaturii fiziologice.

Tabelul 2
Variatia diametrului hidrodinamic in intervalul de temperatura 25...39°C
Diametru hidrodinamic, nm
Proba Temperatura, °C
25 27 29 31 33 35 37 39
P(MA-co-U)/E/Magnetita D 300 | 285 | 265 | 243 | 224 | 250 | 300 | 250
P(MA-co-U)/E / Magnetita A 364 434 | 380 | 416 | 380 376 | 412 | 370
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Diametrul hidrodinamic inregistreaza deviatii slabe pe domeniul de temperatura
studiat, sustinand afirmatia asupra interactiunii dintre matricea polimerica si magnetita care
ar preveni expansiunea matricei polimerice, facand-o mai compacta, cu afinitate mai mica
fata de apa si capabila sa realizeze legaturi mai puternice intre molecule.

Tn tabelul 3 sunt inregistrate principalele caracteristici deduse din analiza termogravi-
metrica realizata pe variantele de compozit magnetic cu magnetita D si magnetita A.

Tabelul 3
Analiza termogravimetrica ¥ a probelor de compozit magnetic cu cele
doua variante de magnetita
Proba Stadiu de T1 Tm Tf AW |T10°C |T50°C
degradare °C °C °C %
P(MA-co-U)/E/ Magnetita A I 110250 [1e+05|1e+05 | 1e+10 | 237 290
Il
rezidiu
P(MA-co-U)/E/Magnetita D I 113204 |1e+05|1e+05 | 9e+08 | 231 285
Il
rezidiu

x) - Analiza termogravimetrica s-a realizat pe intervalul de temperatura 30...600°C, in azot, cu o viteza de incalzire
de 10°/min Ti, Tm, Tf - temperatura initiala, temperatura vitezei maxime de pierdere in greutate si temperatura
finala a proceselor principale de descompunere termica; AW - pierderi in greutate pe intervalul T;- T; T4, Si T, -
temperatura corespunzatoare pierderilor in greutate de 10%, respectiv 50%.

Fiecare compozit magnetic prezinta un proces principal (Il) de degradare termica
intre 200...320°C, cu importante pierderi in greutate de 85,42% pentru P(MA-co-
U)/E/Magnetita A, si 92,80% pentru P(MA-co-U)/E/Magnetita D. Primul proces de degradare
termica (I) plasat sub 130°C este nesemnificativ, cu pierderi in greutate sub 1,5% si legat de
eliberarea cantitatii de apa absorbita pe suprafata particulei de compozit magnetic. Analizand
stabilitatea termica in functie de temperatura pentru 10% pierderi in greutate (T;) si 50%
pierderi in greutate (T,,) se observa o diferentd nesemnificativa intre cele doua probe de
compozit magnetic.
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Revendicare

Procedeu de sinteza a unui compozit magnetic sub forma de microparticule de
copolimer pe baza de spiro ortoester cu anhidrida maleica si cu magnetita incapsulata in
matricea polimerica, in sinteza, caracterizat prin aceea ca, in prima etapa, se sintetizeaza
matricea polimerica prin amestecarea intr-un raport molar de 1:2 a 3,9-divinil-2,4,8,10-
tetraoxaspiro [5.5] undecan cu anhidrida maleica, in solutie de 22,5% dioxan, in prezenta de
2,92 x 10* M 2,2'-azobis(2-metilpropionitril), la o temperatura de 75°C, in atmosfera de azot,
cu agitare de 250 rot/min, timp de 24 h, precipitare si spalare cu dietileter, filtrare si uscare
in etuva de vid, dupa care, in etapa a doua, se amesteca intr-un raport gravimetric de 1:3
de copolimer sintetizat in prima etapa cu eritritol, in 11 ml dioxan, la o temperatura de 80°C,
cu agitare, timp de 4 h, apoi, in etapa a treia, se prepara in situ compozitul magnetic prin
adaosul de 5% magnetita fata de cantitatea de copolimer, mentinand amestecul de reactie
la o temperatura de 80°C, cu agitare de 250 rot/min, timp de 6 h, urmat de racire, colectarea
compozitului preparat pe un magnet permanent, spalare intensa cu alcool etilic si la final
uscare in etuva de vid la o temperaturad de 25°C, timp de 24 h.
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