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RESUMEN

Se sintetizaron nanoparticulas de polibutil-cianoacrilato mediante polimerizacion por emulsién en presencia de un
surfactante no iénico (poloxamero 188), en concentraciones superiores a CMC, y se caracterizaron mediante medi-
ciones de potencial zeta, microscopia electronica de transmision y andlisis de tamafio. Se estudiaron los efectos de
factores de polimerizacion tales como concentracién de mondémeros, temper atura de polimerizacion y concentracion
de surfactante sobre el tamafio de la particula y su distribucion. Al variar la concentracion no se apreciaron
diferencias significativas en el tamafio medio de las particulas ni en su distribucién. A temperaturas de polimerizacion
elevadas se observo un aumento significativo en el tamafio de las particulas y una distribucion mas extendida, en
comparacion con los resultados obtenidos a temperaturas bajas y moderadas, o que se puede atribuir a la deshi-
dratacion del éxido de propileno y de los bloques de éxido de etileno dentro del surfactante. Las concentraciones de
surfactante en el rango del estudio no mostraron una influencia apreciable en el tamafio y el patron de distribucion
de las nanoparticulas. La carga de farmacos en las nanoparticulas mediante la técnica de incorporacion dio como
resultado un mayor grado de captura que la técnica de la adsorcion. Sin embargo, las nanoparticulas cargadas con
farmaco mediante la técnica de adsor cion presentaron un mayor grado de liberacion de clorhidrato de doxor ubicina
tanto en 0,001N HCI como en solucién salina al 0,9 %. Los resultados del andlisis cinético revelaron que las
nanoparticulas seguian la ecuacién de Higuchi, lo que indica la posibilidad de penetracion del farmaco en la matriz
porosa de las nanoparticulas tras la adsorcién del mismo.

PALABRAS CLAVE: Liberacion del farmaco. Polimerizacidon por emulsion. Nanoparticulas. Poloxédmero 188. Polibutil-
cianoacrilato. Factores de polimerizacion. Surfactante.

ABSTRACT

Polybutyl cyanoacrylate nanoparticles were synthesized by emulsion polymerization in presence of nonionic surfactant
(Poloxamer 188) in concentration above CMC, and were characterized by particle size analysis, transmission electron
microscopy and zeta potential measurements. Effect of polymerization factors such as monomer concentration, polymerization
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temperature and surfactant concentration on the particle size and distribution were studied. Varied monomer concentrations
did not show much difference in average particle size and particle distribution. High polymerization temperature showed
significant increase in particle size and broader distribution compared to that of low and moderate temperatures which
can be attributed to the dehydration of propylene oxide and ethylene oxide blocks within the surfactant. Surfactant
concentrations in the range studied, did not show appreciable influence on size and distribution pattern of nanoparticles.
Drug loading into nanoparticles by incorporation technique resulted in higher entrapment than the adsorption technique.
However, the drug loaded nanoparticles prepared by adsorption technique showed high release of doxorubicin hydrochloride
in both 0.001IN HCI and 0.9 % saline. The results of kinetic analysis revealed that the nanoparticles followed Higuchi
equation indicating the possibility of drug penetration into the porous matrix of nanoparticles following drug adsorption.
KEY WORDS: Drug release. Emulsion polymerization. Nanoparticles. Poloxamer 188. Polybutyl cyanoacrylate. Polymerization

factors. Surfactant.

INTRODUCCION

En los ultimos afos se ha observado un inte-
rés considerable en el desarrollo de dispositivos
biodegradables para administrar de forma efecti-
va moléculas terapéuticas a velocidad controla-
day en el lugar del cuerpo en que se necesitan.
Se supone que mediante dicha forma de admi-
nistracion se evitan los efectos no deseados de
las moléculas del farmaco, ya que la biodistribu-
cion esta controlada'. Las nanoparticulas poli-
méricas son uno de los dispositivos prometedo-
res paralaadministracion que cumplen los requisitos
mencionados anteriormente. En la investigacion
sobre la administracion de farmacos se han pro-
bado diversos polimeros, siendo ampliamente in-
vestigados los siguientes: PLA2, PLGAS3, polica-
prolactona* y malenato de polimetilideno®, chitosan®
y gelatina’. Las nanoparticulas de polibutil-cia-
noacrilato (PBC) cumplen requisitos ideales tales
como la biodegradabilidad, la capacidad de alte-
rar la biodistribucion de farmacos y la facilidad
de sintetizacion y purificacion®1t.,

El primer informe sobre la sintesis de nano-
particulas de PBC aparecio en 1979, Posterior-
mente, se publicaron diversos informes relativos
alas distribuciones del peso molecular??, la toxi-
cidad, la farmacocinética®, la biodistribucion4,
la estabilidad®™ y la incorporacién de diversos
farmacos'®'°, Las primeras nanoparticulas de PBC
se sintetizaban mediante polimerizacién por dis-
persion de mondmero de cianoacrilato en pre-
sencia de un estabilizante'>®, Se observo que el
pH de polimerizacion éptimo para la formacion
de nanoparticulas se encontraba por debajo de
5,0°. La polimerizacién con un pH superior a
5,0 daba como resultado agregados de polimero
con distribuciones de peso molecular multimo-
dales amplias. Se consideré que la polimeriza-
cién atemperatura elevada (60°C) tenia un efec-
to benéfico en el proceso de formacién de
particulas, como habian informado Behan et al?.

Ars Pharmaceutica, 44:4; 351-369, 2003

INTRODUCTION

A considerable interest was found in the re-
cent years in development of biodegradable de-
vices for effective delivery of therapeutic mole-
cules at a controlled rate to the required site in
the body. Such a delivery is assumed to avoid
the unwanted effects of drug molecules because
of controlled biodistribution®. Polymeric nano-
particles are one of the promising drug delivery
devices which can meet the above requirements.
Various polymers have been tried in drug deli-
very research out of which PLA2 PLGAS, poly-
caprolactone’, polymethylidene malonate®, chi-
tosan® and gelatin’ are widely investigated.
Polybutyl cyanoacrylate (PBC) nanoparticles meet
ideal requirements for targeting such as biode-
gradability, ability to alter the biodistribution of
drugs and easy to synthesize and purify®?L.

The first report on synthesis of PBC nanopar-
ticles was appeared in 1979". Later on several
reports appeared regarding the molecular weight
distributions'?, toxicity, pharmacokinetics®, bio-
distribution4, stability'®> and incorporation of
various drugs'®®. Earlier PBC nanoparticles were
synthesized by dispersion polymerization of cya-
noacrylate monomer in presence of a stabilizer™
2, The optimum pH of polymerization for nano-
particle formation was found to be below 5.0%.
Polymerization above pH 5.0 resulted in poly-
mer aggregates with broad multimodal molecu-
lar weight distributions. Polymerization at high
temperature (60°C) was considered to have a
beneficial effect on the particle formation pro-
cess as reported by Behan et al?.

Polymerization of monomers in the presence
of surfactants above critical micellar concentra-
tion (CMC) (termed as emulsion polymerization)
generally leads to the formation of particles with
smaller size?!. Emulsion polymerization posses-
ses some inherent advantages such as high rate
of polymerization with the formation of high
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La polimerizacion de mondémeros en presen-
cia de surfactantes por encima de la concentra-
cion micelar critica (CMC) (denominada poli-
merizacion por emulsién) conduce general mente
ala formacion de particulas de menor tamafio?.
La polimerizacion por emulsion presenta ciertas
ventajas inherentes a ella, tales como un elevado
indice de polimerizacion con formacién de poli-
mero de elevado peso molecular y un tamafio de
particulainferior. A este respecto, la polimeriza-
cion por emulsion destaca entre las técnicas de
polimerizacion por radicales libres?2. De ahi que
hayamos intentado sintetizar nanoparticulas de
PBC mediante polimerizacién por emulsién, uti-
lizando clorhidrato de doxorubicina (DH) como
farmaco modelo.

El clorhidrato de doxorubicina es una antra-
ciclina antibidtica citotoxica ampliamente utili-
zada en €l tratamiento del linfoma no Hodgkin,
de la leucemia linfoblastica aguda, del carcino-
ma mamario y de otros tipos de cancer. El me-
canismo de citotoxicidad incluye laintercalacién
especifica de nlcleos de antraciclina planar de
DH en la doble hélice del ADN, lo que impide
la replicaciéon posterior del ADNZ,

En la presente comunicaciéon se indican los
resultados de la sintesis de nanoparticulas me-
diante polimerizacion por emulsién y su caracte-
rizacion mediante mediciones de potencial zeta,
microscopia electrénica de transmision y anali-
sis de tamafio. Durante la polimerizacion se es-
tudio el proceso de formacion de particulas
mediante mediciones del tamafio de las mismas.
Se estudiaron los efectos de factores de polime-
rizacion tales como concentracién de monéme-
ros, temperatura de polimerizacion y concentra-
cion de surfactante sobre el tamafio de la particula
y su distribucién. La carga del farmaco en las
nanoparticulas se realiz6 mediante diversas téc-
nicas, y se evaluaron sus efectos en la cinética
de liberacion del farmaco.

MATERIALES

El clorhidrato de doxorubicina era una mues-
tra proporcionada gratuitamente por RPG life
sciences limited (India). El n-butil cianoacrilato
fue un amable regalo de Sun Pharmaceutical
Industries Limited (India). EI poloxamero 188
se obtuvo a través de BASF, Alemania. Todos

molecular weight polymer, with low particle size.
In these respects, emulsion polymerization stands
alone among the techniques of free radical po-
lymerization??, Hence an attempt is made here to
synthesize PBC nanoparticles by emulsion po-
lymerization, using doxorubicin hydrochloride
(DH) as a model drug.

Doxorubicin hydrochloride is a cytotoxic an-
thracycline antibiotic widely used in the treat-
ment of non-Hodgkin's lymphoma, acute lym-
phoblastic leukemia, breast carcinoma and several
others types of cancers. The mechanism of cyto-
toxicity involves the specific intercalation of planar
anthracycline nucleus of DH to the DNA double
helix resulting in the prevention of further DNA
replication®.

The present communication reports the syn-
thesis of PBC nanoparticles by emulsion polyme-
rization and its characterization by particle size
analysis, transmission electron microscopy and
zeta potential measurements. Particle formation
process was studied during polymerization by
particle size measurements. Effect of polymeri-
zation factors such as monomer concentration,
polymerization temperature and surfactant con-
centration on the particle size and distribution
was studied. Drug loading to nanoparticles was
done by different techniques and their effect on
drug release kinetics was evaluated.

MATERIALS

Doxorubicin hydrochloride was a gift sample
from RPG life sciences limited (India). N-butyl
cyanoacrylate was a kind gift from Sun Pharma-
ceutical Industries Limited (India). Poloxamer 188
was obtained from BASF, Germany. All other
chemicals and reagents used in the study were of
analytical grade. Water used through out the stu-
dy was distilled and filtered through 0.22 p filter
(Pall, India) before use.

METHODS

Synthesis of Polybutyl cyanoacrylate (PBC)
nanoparticles

PBC nanoparticles were synthesized by anio-
nic radical polymerization in acidic medium in
the presence of poloxamer 188 above CMC.

Ars Pharmaceutica, 44.4; 351-369, 2003



354

los demas productos quimicos y reactivos utili-
zados en € estudio eran de grado analitico. El
agua utilizada en todo el estudio era agua desti-
lada y filtrada a través de un filtro de 0,22 u
(Pall, India) antes de su uso.

METODOS

Sintesis de nanoparticulas de polibutil-
cianoacrilato (PBC)

Las nanoparticulas de PBC se sintetizaron
mediante polimerizacion radical anionicaen medio
acidico en presencia de poloxadmero 188 en con-
centracién superior a CMC. El poloxamero 188
es un surfactante de copolimero en bloque de
polioxietileno-polioxipropileno. La CMC de po-
loxdmero 188 comunicada?* fue 4,8 x 10“M. En
sintesis, el monémero se afiadié mediante goteo
al medio acidico (0,001N HCI) que contiene 0,5
% wi/v de poloxamero 188 removiendo de forma
controlada a 700 rpm y 37 °C salvo que se esti-
pulen otras condiciones. La polimerizacién con-
tinud durante 3 horas. La dispersién de nanopar-
ticulas se neutraliz6é hasta un pH 7,0 afiadiendo
mediante goteo un tampon de fosfato (7,4 pH)
con NaOH y removiendo durante 1 hora para
permitir la polimerizacion completa.

Carga del farmaco en las nanoparticulas

La carga del farmaco en las nanoparticulas se
realizd a través de dos métodos: a) adicion de
DH antes de la polimerizacion (DPBC-(in)) y b)
adicion de DH después de la formacion de las
nanoparticulas (DPBC-(ad)). En el método DPBC-
(in), el DH se disolvié en 0,001N HCI junto con
un surfactante y la polimerizacion se realizé como
en el caso de las nanoparticulas de PBC. En €l
método DPBC-(ad), |a solucién acuosa de DH se
anadio ala dispersion de particulas de DH mien-
tras de removia y se incubd durante la noche a
37 + 2°C. La dispersion se centrifugé a 15000
rpm durante 30 minutos y el sedimento fue reco-
gido vy liofilizado.
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Poloxamer 188 is polyoxyethylene-polyoxypro-
pylene block co-polymer surfactant. The CMC
of Poloxamer 188 was reported® to be 4.8 x 10
“M. Briefly, monomer was added drop wise into
the acidic medium (0.001N HCI) containing 0.5
% w/v Poloxamer 188 under controlled stirring
at 700 RPM and 37°C unless otherwise stated.
Polymerization was continued for 3h. The nano-
particle dispersion was neutralized to pH 7.0 by
drop wise addition of 7.4 pH phosphate buffer
containing NaOH, and stirred for 1h to allow
complete polymerization.

Drug loading into nanoparticles

Drug loading into nanoparticles was done by
two methods. @) addition of DH before polyme-
rization (denoted as DPBC-(in)) and b) addition
of DH after nanoparticle formation (denoted as
DPBC-(ad)). In DPBC-(in), the DH was dissol-
ved in 0.001N HCI along with surfactant and
polymerization was performed as for PBC nano-
particles. In case of DPBC-(ad), the agueous
solution of DH was added to the PBC nanopar-
ticle dispersion under stirring, and incubated
overnight at 37 £ 2°C. The dispersion was cen-
trifuged at 15000 RPM for 30 min, and the se-
diment was collected and freeze dried.

Estimation of doxorubicin hydrochloridein DPBC
nanoparticles

Nanoparticul ate dispersion was centrifuged at
15000 RPM for 30 min in a cooling centrifuge
(Remi C24, Remi, India). The supernatant was
decanted and the sediment was washed thrice
with distilled water to separate the free drug from
nanoparticles, and freeze dried. The dried sam-
ple was weighed and dissolved in methanol, and
estimated for drug content in UV-Visible spectro-
photometer (Hitachi U 2000, Japan) at 495 nm. In
case of drug adsorbed nanoparticles, the sediment
was not washed and was directly freeze dried and
dissolved in methanol for estimation.

Particle size measurement

Particle size measurements were carried out
by dynamic light scattering using Malvern Hydro
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Estimaciéon de clorhidrato de doxorubicina en
las nanoparticulas de DPBC

La solucién de nanoparticulas se centrifugé a
15000 rpm durante 30 minutos en un centrifuga-
dor por enfriamiento (Remi C24, Remi, India).
Se decantd la parte flotante y el sedimento se
lavd tres veces con agua destilada para separar
el farmaco libre de las nanoparticulas y se liofi-
liz6. La muestra seca se pesO y se disolvié en
metanol y se calculé el contenido de fa&rmaco a
495 nm en un espectrofotometro de UV-visible
(Hitachi U 2000, Japdn). Si el farmaco habia
adsorbido nanoparticulas, el sedimento no se lavo
y fue liofilizado directamente y disuelto en me-
tanol para su estimacion.

Medicién del tamafio de las particulas

La medicion del tamafio de las particulas se
realizo por dispersion de luz dinamica utilizando
el analizador de tamafio de particulas Malvern
Hydro 2000 SM (Malvern instruments, RU). Las
soluciones acuosas de nanoparticulas se inyecta-
ron através del puerto de inyeccion de la mues-
tray se mantuvo un intervalo de oscurecimiento
laser comprendido entre el 10y e 20 %. El andlisis
se realizo tres veces y se consideraron los valo-
res medios.

Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Los estudios de microscopia €electronica de
transmision se realizaron con el microscopio
electrénico de transmision Philips Technai-20.
Las nanoparticulas se dispersaron en agua des-
tilada desionizada y se colocd una gota de la
solucion diluida en unarejilla de cobre con una
pelicula de carbono de 200 mesh. Se utilizd un
2 % uranil-acetato para tefiir las nanoparticu-
las.

Mediciones de potencial zeta

La determinacién del potencial zeta de nano-
particulas se realizd con un equipo Malvern
Zetasizer 3000 HS, (Malvern Instruments, RU).
La solucidn acuosa de nanoparticulas se diluyé
en varios medios (0,001 N HCI, solucién salina

2000 SM particle size analyzer (Malvern instru-
ments, UK). Aqueous nanoparticulate dispersio-
ns were injected through sample injection port,
and the laser obscuration range was maintained
between 10-20%. The analysis was performed
thrice and average values were taken.

Transmission electron microscopy (TEM)

TEM studies were performed in Philips Te-
chnai-20 transmission electron microscope (Phi-
lips, Holand). Nanoparticles were dispersed in
deionized distilled water and one drop of the
diluted dispersion was placed on 200-mesh car-
bon coated copper grid. 2% uranyl acetate was
used as staining agent for nanoparticles.

Zeta potential measurement

Zeta potential of nanoparticles was measured
in Malvern Zetasizer 3000 HS, (Malvern Instru-
ments, UK). The agueous nanoparticulate dis-
persion was diluted in various media such as
0.001 N HCI, 0.9% sdline, pH 7.4 phosphate buffer
and pH 8.0 tris buffer, and the zeta potential was
measured.

Release of DH from DPBC nanoparticles

Drug release from DPBC nanoparticles was
performed in 0.001 N HCI and 0.9% saline (154.0
mM sodium chloride). The aqueous nanoparticle
dispersion was placed in cellulose dialysis bag’
(Hi-Media, cutoff 5000) and was sealed at both
ends. The dialysis bag was dipped in receptor
compartment containing dissolution medium,
which was stirred continuously at 100 rpm main-
tained at 37 £ 2°C. The receptor compartment
was covered to prevent the evaporation of disso-
lution medium. Samples were withdrawn at re-
gular time intervals and the same volume was
replaced by fresh dissolution medium. The sam-
ples were analyzed in UV-Visible spectrophoto-
meter at 495 nm. Calibration curves were cons-
tructed in 0.001 N HCI and 0.9 % saline for
analysis of drug samples in the same medium.
All experiments were repeated thrice and the
average values were taken.
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a 0,9 %, tampodn de fosfato pH 7,4 y tampén tris
pH 8,0) y se midi6 el potencial zeta

Liberacién de DH de las nanoparticulas de DPBC

La liberacion de f&rmaco de nanoparticulas
de DPBC se realiz6 en 0,001 N HCI y solucién
salina a 0,9 % (154,0 mM de cloruro sodico).
La solucion acuosa de nanoparticulas se coloco
en una bolsa de didlisis de celulosa'’ (Hi-Media,
maximo 5000 mmr). La bolsa de didlisis se in-
trodujo en un compartimento receptor que con-
tenia un medio de disolucion, que se removio
continuamente a 100 rpm y se mantuvo a 37 *
2°C. El compartimento receptor se cubrié para
evitar la evaporacion del medio de disolucién.
Las muestras se fueron retirando a intervalos de
tiempo regulares y el volumen retirado se susti-
tuyd por un medio de disolucién fresco. Las
muestras se analizaron en el espectrofotometro
UV-Visible a 495 nm. Las curvas de calibracion
se elaboraron en 0,001 N HCI y solucién salina
a 0,9 % para analizar las muestras de farmaco
en el mismo medio. Todos los experimentos se
repitieron tres veces y se consideraron los valo-
res medios.

RESULTADOS Y DISCUSION
Formacion de nanoparticulas de PBC

Las nanoparticulas de polibutil-cianoacrilato
se sintetizaron en presencia de un surfactante
polioxietileno-polioxipropileno (poloxamero 188)
en concentracion superior a CMC mediante po-
limerizacion radical anidnica en medio acidico a
través de la lenta adicion de monomeros a la
fase acuosa que contenia el surfactante. El radi-
cal hidroxilo (OH) generado en la fase acuosa
actia como iniciador de la polimerizacién. De
forma mecanica, la polimerizacion se puede con-
siderar en dos fases: La fase 1, en la que se
inicia la polimerizacion en las micelas y la fase
2, en la que se forman las particulas primarias.
Las micelas formadas por el surfactante en la
fase acuosa se unen al monémero para formar
estructuras mas complejas.?® Una pequefia canti-
dad de surfactante se transfiere desde las mice-
las a la superficie, donde actia como agente
estabilizante. La entrada de radicales hidréxilos
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RESULTS AND DISCUSSION
Formation of PBC nanoparticles

Polybutyl cyanoacrylate nanoparticles were
synthesized in the presence of polyoxyethylene-
polyoxypropylene surfactant (Poloxamer 188)
above CMC by anionic radical polymerization
in acidic medium by slow addition of monomer
into the aqueous phase containing surfactant. The
hydroxyl radicals generated in the agueous pha-
se acts as initiator for polymerization. Mecha-
nistically, the polymerization can be considered
in two stages. Stage 1 in which the polymeriza-
tion isinitiated in micelles, and stage 2 in which
it proceeds in primary particles. Micelles formed
by the surfactant in agueous phase takes up
monomer to form swollen structures.® A small
amount of surfactant is transferred from mice-
lles to its surface, where it acts as a stabilizing
agent. The entry of hydroxyl radicals into the
monomer swollen micelles initiates polymeriza-
tion to form primary particles. The primary par-
ticles are essentially stabilized by surfactant
molecules. Conseguently, surfactant in the free
state disappears quickly and so do the micelles.?s
The function of surfactant at this stage has beco-
me as that of a protective colloid. Monomer present
in the emulsion droplets diffuses into primary
particles resulting in swollen particles. The en-
try of hydroxyl radical into particle causes ini-
tiation of monomer for further polymerization
resulting in particle growth. The polymerization
continues till all the monomer in the droplets is
utilized.

When the free radical enters a particle, po-
lymerization is initiated and continues until it is
terminated by the entry of another radical into
the particle?” Thus it is possible for a molecule
to grow to very high molecular weight before
the radical is terminated. This process occurs
simultaneously in large number of particles, and
as the particles are isolated in the medium by the
intervening agueous phase, a growing polymer
molecule in one particle cannot terminate its
counter part in another particle??. Hence the ove-
ral rate of polymerization is high as indicated
by rapid achievement of constant particle size
with narrow size distribution (Figure 1). The
findings are in contrast with that observed by
Behan et a? in dispersion polymerization of n-
butyl cyanoacrylate, where a continuos variation
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en las micelas del mondémero inicia la polimeri-
zacion para formar las particulas primarias. Las
particulas primarias se estabilizan principalmen-
te con moléculas surfactantes. Por consiguiente,
el surfactante en estado libre desaparece rapida-
mente y lo mismo ocurre con las micelas.® La
funcion del surfactante en esta fase es la misma
gue la de un coloide protector. EI monémero se
presenta en la emulsion en forma de gotitas que
migran a las particulas primarias transformando-
se en particulas hinchadas. La entrada del radi-
cal hidroxilo en la particula origina e monome-
ro para la posterior polimerizacién que da lugar
al crecimiento de la particula. La polimerizacién
continda hasta que se han utilizado todas las gotitas
de mondmero.

Cuando €l radical libre entra en una particula,
la polimerizacién comienzay continla hasta que
finaliza con la entrada de otro radical en la par-
ticula.?” De este modo, es posible que una molé-
cula crezca hasta alcanzar un peso molecular muy
elevado antes de que el radical alcance lafase de
terminacion. Este proceso se desarrolla al mis-
mo tiempo en un gran ndmero de particulas vy,
como las particulas estén aisladas en el medio a
través de la fase acuosa, una molécula de poli-
mero que esté creciendo en una particula no puede
terminar su crecimiento en otra particula®. Por
lo tanto, la tasa media de polimerizacion es alta,
como muestra el rapido alcance de un tamafio de
particulas constante con reducida distribucion de
tamario (Figura 1). Los resultados contrastan con
los obtenidos por Behan et al? a partir del ana-
lisis de la polimerizaciéon por dispersion del n-
butil cianoacrilato, en la que se observa una
continua variacion en la distribucion del tamafio
a lo largo del proceso de polimerizacion. El ta-
mafio mas reducido de nanoparticulas de PBC
sintetizadas mediante polimerizacién por emul-
sion se debe a alto grado de compartimentaliza-
cion del locus de polimerizacion en presencia
del surfactante. El tamafio mayor de particulas
gue se observa en las curvas de distribucion se
puede deber a la contribucion de la polimeriza-
cion en las gotitas de emulsion y ala nucleacion
homogénea. El microscopio electronico de trans-
mision de nanoparticulas revelé la naturaleza
esférica de las mismas (Figura 2).

in size distribution was observed through out the
polymerization. The smaller size of PBC nano-
particles synthesi zed by emulsion polymerization
is due to the high degree of compartmentaliza-
tion of polymerization locus in the presence of
surfactant. The larger particles observed in dis-
tribution curves may be attributed to the contri-
bution of polymerization in emulsion droplets
and homogeneous nucleation. The transmission
electron microscopy of nanoparticles revealed their
spherical nature (Figure 2).

Drug loading into nanoparticles

Drug containing nanoparticles were prepared
either by addition of DH to the polymerization
medium prior to the monomer addition or after
polymerization (DPBC-(in) and DPBC-(ad) res-
pectively). The entrapment efficiencies were found
to be 64.5 % and 61.5 % for DPBC-(in) and
DPBC-(ad) nanoparticles respectively. This shows
that there is no significant difference in entrap-
ment efficiency of nanoparticles loaded by both
methods. Generally, drug loading by adsorption
method leads to lower entrapment efficiencies.
But in this case, the adsorption method showed
comparable entrapment efficiency to that of DPBC-
(in) nanoparticles. The reason for such high en-
trapment efficiency, as proposed by Illum et al?®
was the side by side association between the
doxorubicin molecules and their end-on confir-
mation at the surface. The penetration of DH
into porous cyanoacrylate nanoparticles® could
be an additional mechanism contributing to the
high drug entrapment following adsorption. The
preparation of DPBC-(ad) nanoparticles is rela-
tively simpler and involves the adsorption of DH
to the preformed nanoparticles. The purification
stage in DPBC-(in) nanoparticles may lead to
the loss of small amounts of drug from the na-
noparticles resulting in reduced entrapment effi-
ciency. Hence, the drug loading by adsorption
method is advantageous which aso avoids the
exposure of drug to the polymerization conditio-
ns.
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FIGURA 1.- Curvas de distribucion de tamafio de particulas de la polimerizacion por emulsion del n-butil cianoacrila-
to en diferentes intervalos de tiempo. =) 5 min, (=) 10 min, (=) 30 min, (-=-) 45 min, (-=-) 1 h, (=) 2 h, (-+) 3
h,(—)4h

FIGURE 1.- Particle size distribution curves of the emulsion polymerization of n-butyl cyanoacrylate at various time
intervals. (=:=) 5 min, (-2) 10 min, (=) 30 min, (-=-) 45 min, (<= 1 h, (=) 2 h, 49 3 h, ) 4 h
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FIGURA 2.- Micrografia electrénica de transmision de nanoparticulas de polibutil-cianoacrilato sintetizadas mediante
polimerizacién por emulsion.

FIGURE 2.- Transmission electron micrograph of polybutyl cyanoacrylate nanoparticles synthesized by emulsion
polymerization.
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Carga del farmaco en las nanoparticulas

Se prepararon nanoparticulas con farmaco
anadiendo DH a medio de polimerizacion antes
de la adicién de monémero (DPBC- (in) y des-
pués de la polimerizacion (DPBC- (ad), respec-
tivamente). La eficacia de captura fue de un 64,5
% (método DPBC-(in) y de un 61,5 % (método
DPBC-(ad), respectivamente. Estos resultados
indican que no existe una diferencia significati-
vaen la eficacia de captura de las nanoparticul as
cargadas con ambos métodos. Generalmente, la
carga de farmaco realizada mediante el método
de la adsorcién produce un menor grado de efi-
cacia de captura. Sin embargo, en este caso la
eficacia de captura obtenida mediante el método
de adsorcion fue similar a la resultante de la
carga de nanoparticulas mediante e método DPBC-
(in). Larazon de esta elevada eficacia de captu-
ra, como propusieron Illum et a2, fue la estre-
cha asociacion entre las moléculas de doxorubi-
cinay su confirmacion final en la superficie. La
penetracion de DH en las nanoparticul as porosas
de cianoacrilato® pudo constituir un mecanismo
adicional que contribuyé a alto grado de captu-
ra de farmaco posterior a la adsorcion. La prepa-
racién de las nanoparticulas de DPBC-(ad) es
relativamente sencilla e implica la adsorciéon de
DH en las nanoparticulas preformadas. La fase
de purificacion de las nanoparticulas cargadas
mediante el método DPBC-(in) puede conducir a
una pérdida de pequefias cantidades del farmaco
cargado en las nanoparticulas que puede provo-
car, a su vez, una reduccién en la eficacia de
captura. Por lo tanto, la carga de farmaco me-
diante el método de adsorcion resulta ventagjosa
e impide la exposicién del farmaco a las condi-
ciones de polimerizacién.

Efecto de los factores de la polimerizacion en el
tamafio y la distribucién de las nanoparticulas
de PBCA

Concentracion de monémeros

Se realizaron mediciones del tamafio de las
nanoparticulas sintetizadas con diferentes con-
centraciones de mondmeros para estudiar el
tamafio y el patron de distribucion. Las concen-
traciones de monOGmeros se seleccionaron en un
intervalo comprendido entreel 0,5% y el 4 % v/
v. Las nanoparticulas mostraron un tamafio y una
distribucion similar con las diferentes concen-

Effect of polymerization factors on size and
distribution of PBCA nanoparticles
Monomer concentration

Particle size measurements were done for
nanoparticles synthesized with different mono-
mer concentrations, to study the size and distri-
bution pattern. Monomer concentrations were
selected in the range of 0.5 % - 4 % w/v. The
nanoparticles showed similar size and distribu-
tion with the monomer concentrations used in
the study (Figure 3). A dlight shift in particle
size distribution towards larger diameter was
observed with monomer concentrations above 2.5
% wl/v. However the average particle size was
not significantly different with that obtained from
low monomer concentrations. At Poloxamer con-
centration above CMC, the number of micelles
elevates®* resulting in high degree of compart-
mentalization of polymerization locus. Hence even
at high monomer concentrations, due to the for-
mation of large number of micelles by the sur-
factant, the particle size remained similar to that
of the size obtained at low monomer concentra-
tions.

Polymerization temperature

Figure 4 shows the particle size and distribu-
tion pattern of nanoparticles synthesized at di-
fferent temperatures such as 10°C, 37°C and 60°C.
The size and distribution of nanoparticles did
not vary much at low and moderate temperatures
(10°C and 37°C respectively). At 60°C, a signi-
ficant increase in particle size with broad parti-
cle distribution was observed. The distribution
curve showed a definite shift towards the larger
particle size. Several factors may contribute to
the formation of larger particles at high tempe-
rature. Micelle formation of Poloxamer 188 in
agueous solution is critically dependant upon
temperature. Below room temperature, both pro-
pylene oxide (PO) and ethylene oxide (EO) blocks
with in the poloxamer molecule are hydrated and
are relatively soluble in water. With increase in
temperature the PO block dehydrates and beco-
mes insoluble resulting in the formation of mi-
celles. The critical micelle temperature (CMT)
(temperature at which micelles are formed) for
Poloxamer range between 25 to 40°C.% Larger
particle size obtained at high temperature can be
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traciones de mondmeros empleadas en el estudio
(Figura 3). Se observo un ligero cambio en la
distribucion del tamafio de las particulas (aumento
de didmetro) al utilizar concentraciones de mo-
némeros superiores a 2,5 % v/v. Sin embargo,
no se aprecio una diferencia significativa en el
tamafio medio de las mismas al utilizar diferen-
tes concentraciones de mondmeros. Con una
concentraciéon de poloxédmero superior a CMC,
se produce un aumento del nimero de micelas*
responsable del mantenimiento constante del alto
grado de compartimentalizacion del locus de
polimerizacién. Por lo tanto, incluso con con-
centraciones elevadas de mondémeros, e tamano
de las particulas es similar a obtenido con bajas
concentraciones como consecuencia de la for-
macion de un gran numero de micelas en pre-
sencia del surfactante.

HARIVARDHAN REDDY L, MURTHY RSR.

attributed to more dehydration of both types of
blocks within the Poloxamer molecule. High
temperature also leads to increase in kinetic energy
of system, and polymerization at these conditio-
Nns may cause increase in inter-particle collisions
resulting in agglomeration and high particle size,
similar to that observed by Douglas et a* in
case of dispersion polymerization of butyl cya
noacrylate. The broad particle distribution at high
temperature can be attributed to homogeneous
nucleation due to increase in aqueous solubility
of monomer.

FIGURA 3.- Curvas representativas del efecto de la concentracion de monémeros en el tamafio y la distribucion de las
nanoparticulas de polibutil-cianoacrilato. (=24 0,5 % w/v monémero, (45 1 % w/v mondmero, (=) 1,5 % w/v
mondmero, (x-) 2 % w/v monoémero, (-=-) 2,5 % w/v mondmero, (—==-) 3 % w/v mondémero, (-+-) 3,5 % w/v mondme-
ro, (—-) 4 % w/v monémero.

FIGURE 3.- Curves representing the effect of monomer concentration on particle size and distribution of polybutyl
cyanoacrylate nanoparticles. (=:=) 0.5 % w/v monomer, (<) 1 % w/v monomer, (<) 1.5 % w/v monomer, (-s-) 2 %
w/v monomer, (-x-) 2.5 % w/v monomer, (=) 3 % w/v monomer, (=+-) 3.5 % w/v monomer, (—=) 4 % w/v monomer.
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Temperatura de polimerizacién

La Figura 4 muestra el patron de distribucion
y €l tamafio de nanoparticulas sintetizadas a di-
ferentes temperaturas (10 °C, 37 °Cy 60 °C). El
tamafio y la distribucion de las nanoparticulas
no presentd una diferencia significativa a apli-
car una temperatura baja (10 °C) o moderada
(37 °C). A 60 °C, se apreci6 un aumento signi-
ficativo en el tamafio de las particulas y una
distribucién més extensa. La curva de distribu-
cion muestra un cambio evidente hacia un ma-
yor tamafio de las particulas. Pueden intervenir
varios factores en la formacién de particulas de
mayor tamafio a temperatura elevada. La forma-
cion de micelas de poloxamero 188 en solucion
acuosa depende estrechamente de la temperatu-
ra. Por debgjo de la temperatura ambiente, los
blogues de éxido de etileno y propileno presen-
tes en la molécula de poloxamero se hidratan y
son relativamente solubles en agua. Al aumentar
la temperatura, €l bloque de 6xido de propileno
se deshidrata y se convierte en insoluble, 1o que
da lugar ala formacion de micelas. La tempera-
tura micelar criticao TMC (temperatura a la que
se forman las micelas) para el poloxdmero esta
comprendida entre 25 y 40 °C.2* El aumento del
tamafio de las particulas que se observa a ata
temperatura se puede atribuir al mayor grado de
deshidratacion de los dos tipos de bloques den-
tro de la molécula de poloxamero. La elevacion
de la temperatura también produce un aumento
de la energia cinética del sistema y, en estas
condiciones, la polimerizacién puede provocar
un aumento del nimero de colisiones entre las
particulas causante de una aglomeracion y de un
aumento de tamafio de las particulas semejante
al observado por Douglas et a*® en el caso de la
polimerizacion por dispersion del butil-cianoacri-
lato. La extensa distribucién de particulas a tem-
peratura elevada se puede atribuir a la nuclea-
cion homogénea resultante del aumento de la
solubilidad en agua del monémero.
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FIGURA 4.- Curvas representativas del efecto de la temperatura de polimerizacién en el tamafio y la distribucién de
las nanoparticulas de polibutil-cianoacrilato. (=) 10°C, =) 37°C, (=) 60°C

FIGURE 4.- Curves representing the effect of polymerization temperature on particle size and distribution of polybutyl
cyanoacrylate nanoparticles. (-=-) 10°C, (-a-) 37°C, (-«) 60°C.
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Concentracién de surfactante

La Figura 5 muestra el tamafio y las curvas
de distribucion de nanoparticul as sintetizadas con
diferentes concentraciones de surfactante. Se
utilizaron concentraciones de surfactante del 0,3
% wiv, 0,5 % w/v y 0,7 % w/v. El tamafio y la
distribucién de las nanoparticulas no varié signi-
ficativamente al utilizar diferentes concentracio-
nes, debido posiblemente a la CMC de surfac-
tante. El surfactante afiadido al medio de
polimerizacién forma micelas a CMC. Después
de la absorcién y polimerizacion del mondmero,
parte del surfactante migra a la superficie para
producir la estabilizacién de las particulas. A
continuacién se produce otra polimerizacion en
la propia particula primaria, que da lugar a la
formacion de la particula como locus de polime-
rizacion, y la funcion del surfactante se limita a
la estabilizacién de la dispersion coloidal. En
esta fase, la concentracion de surfactante se re-
duce a consecuencia de la desaparicion de mice-
lasy ala utilizacion de surfactante para la esta-
bilizacion de las particulas. Con concentraciones
de surfactante muy superiores a CMC, la forma-
cién de micelas es muy rapida y la absorcién de
monomero por la particula primariay su polime-
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Surfactant concentration

Figure 5 shows the size and distribution cur-
ves of nanoparticles synthesized at various sur-
factant concentrations. The surfactants were used
in the concentrations 0.3 % w/v, 0.5 % w/v and
0.7 % w/v. The size and distribution of nanopar-
ticles did not vary much with varied surfactant
concentrations which can be explained on the
basis of CMC of surfactant. The surfactant added
in the polymerization medium forms micelles at
CMC. After uptake of monomer and its polyme-
rization, some amount of surfactant migrates to
the surface for particle stabilization. Further
polymerization proceeds in the primary particle
itself, forming the particle as polymerization locus,
and the role of surfactant now is only to stabilize
colloidal dispersion. At this stage, the surfactant
concentration reduces due to disappearance of
micelles and utilization of surfactant for particle
stabilization. At surfactant concentration far above
the CMC the micelle formation is very rapid,
and monomer uptake by the primary particle and
its polymerization proceeds till all the monomer
in the system is utilized. The amount of surfac-
tant added in all the three cases in the study is
well above the CMC. Under such a condition, an
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rizacion continlan hasta que se ha utilizado todo
el monodmero del sistema. La cantidad de surfac-
tante afadida en los tres casos del estudio fue
bastante superior a la CMC. En tales condicio-
nes, también habria cabido esperar un aumento
en la conversién de monémero debido a su efec-
to solubilizador mediante el aumento del niume-
ro de micelas y el mantenimiento de la elevada
temperatura de compartimentalizacién del locus
de polimerizacion. Con menores concentracio-
nes de surfactante (es decir, concentraciones
superiores a CMC), la polimerizacién puede ser
incompleta debido a la baja tasa de conversion
de mondmero y, en consecuencia, se puede pro-
ducir un aumento del tamafio de las particulas
del sistema.

increase in monomer conversion could also be
expected due to its solubilizing effect by more
micelles and maintenance of high degree of com-
partmentalization of the polymerization locus. At
lower surfactant concentrations (i.e. the concen-
tration just above CMC), incomplete polymeri-
zation may take place due to low monomer con-
version, and thus a larger particle size of the
system could be expected.

FIGURA 5.- Curvas representativas del efecto de la concentracion de surfactante en el tamafio y la distribucién de las
nanoparticulas de polibutil-cianoacrilato. (=== 0,3 % w/v poloxamero 188, (-=) 0,5 % w/v poloxamero 188, (-) 0,7
% wi/v poloxémero 188.

FIGURE 5.- Curves representing the effect of surfactant concentration on particle size and distribution of polybutyl
cyanoacrylate nanoparticles. (<) 0.3 % w/v Poloxamer 188, (-o-) 0.5 % w/v Poloxamer 188, (-z) 0.7 % w/v Poloxa-
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Mediciones de potencial zeta

La Tabla 1 muestra €l potencial zeta de las
nanoparticulas de PBC y DPBC en cuatro me-
dios diferentes: 0,001N HCI, solucion salina al
0,9%, tampodn de fosfato pH 7,4 y tampon tris
pH 8,0. Las nanoparticulas de PBC y DPBC
presentaron un bajo potencial zetaen 0,001N HCI,
gue aument6 en el orden siguiente: 0,001N HCI
< solucion salina 0.9% < tampo6n de fosfato pH
7,4 < tampo6n tris pH 8,0. Los resultados coinci-

Zeta potential measurement

Table 1 shows the zeta potential of PBC and
DPBC nanoparticlesin four different media such
as 0.001IN HCI, 0.9% saline, pH 7.4 phosphate
buffer and pH 8.0 tris buffer. Both PBC and DPBC
nanoparticles showed low zeta potential in 0.001N
HCI, and increased in the order of 0.001N HCI
< 0.9% saline < pH 7.4 phosphate buffer < pH
8.0 tris buffer. The results obtained were in ac-
cordance with that reported by Muller et al.t in
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dieron con los obtenidos por Muller et a.* a
partir del estudio de las nanoparticulas de poli-
metil, polietil, polisobutil y polisohexil cianoacri-
lato. El bajo potencial zeta de las nanoparticulas
a pH bajo o medio se debe al bajo grado de
disociacion de los grupos de polimeros libres de
acido acrilico, que es més elevado a valores de
pH superiores. La incorporacion de DH a las
nanoparticulas de PBC provocéd una ligera re-
duccioén del potencial zeta en todos los medios.
Esta reduccion de potencia se puede atribuir a
una adsorcion de DH en la superficie de la na-
noparticula que dio lugar a la ocultacion de la
carga de superficie. Las nanoparticulas con su-
perficie hidréfilay alto potencial zeta (carga de
superficie negativa) podrian constituir un siste-
ma benéfico para la administracién de farmacos.
La superficie hidréfila de las nanoparticulas sin-
tetizadas mediante polimerizacion por emulsién
podria evitar la opsonizacién de las particulas®
y €l rgpido aclaramiento de la circulacién san-
guinea. El aumento del tiempo de circulacion
provoca un aumento de la vida media del farma-
co y del nivel de absorcion de las nanoparticul as
en las células en genera y, preferentemente, en
los tejidos malignos debido a la naturaleza poro-
sa de este endotelio. * Por otra parte, el reduci-
do tamafio y la carga negativa de las nanoparti-
culas puede favorecer el transporte en el medio
de carga preferencial a sistema linfético a tra-
vés del intersticio cargado negativamente® que,
de lo contrario, actuaria como barrera para la
entrada de varias moléculas terapéuticas. Esta
funcién se puede explotar de manera efectiva en
la seleccion de moléculas terapéuticas para el
tratamiento de los carcinomas linfaticos.
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case of polymethyl, polyethyl, polyisobutyl and
polyisohexyl cyanoacrylate nanoparticles. Low
zeta potential of nanoparticles at low pH of
medium is due to the low degree of dissociation
of free acrylic acid groups of polymer, which is
high at high pH values. Incorporation of DH into
PBC nanoparticles resulted in a slight reduction
in zeta potential in al the media. This can be
attributed to the adsorption of DH on the nano-
particle surface, leading to masking of surface
charge. Such nanoparticles with hydrophilic sur-
face and high zeta potential (negative surface
charge) could be a beneficial system for drug
delivery. The hydrophilic surface of nanoparti-
cles synthesized by emulsion polymerization, when
administered intravenously could avoid opsoni-
zation of particles®? and rapid clearance from blood
circulation. The increased circulation time resul-
ts in increased half-life of drug and increased
uptake of nanoparticles into cells in general and
preferentially into malignant tissues due to the
leaky nature of its endothelium.®® On the other
hand, the small size and negative charge of na-
noparticles can have preferential charge media-
ted transport into the lymphatic system through
the negatively charged interstitium®* which
otherwise is a barrier for the entry of several
therapeutic molecules. This feature can be effec-
tively exploited in targeting the therapeutic mo-
lecules for the treatment of lymphatic carcino-
mas.
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TABLA 1.- Vaores de potencia zeta de nanoparticulas de PBC y DPBC sintetizadas mediante polimerizacion por
emulsion. PBC = Polibutil-cianoacrilato, DPBC = Poalibutil-cianoacrilato cargado con doxorubicina, NP = Nanoparticulas.

TABLE 1.- Zeta potential values of PBC and DPBC nanoparticles synthesized by emulsion polymerization. PBC =
Polybutyl cyanoacrylate, DPBC = Doxorubicin loaded polybutyl cyanoacrylate, NPs = Nanoparticles.

Medio de dispersion NP de PBC NP de DPBC
Dispersion medium PBC NPs DPBC NPs
0,001IN HCI -0,5 13
Solucién salina 0,9 % -3,2 -2,6

0,9% saline

Tampodn de fosfato pH 7,4 51 -4,5

pH 7,4 phosphate buffer

Tampon trispH 8,0 -27,5 21,5

pH 8,0 Tris buffer

Liberacién de DH in vitro de las nanoparticulas
de DPBC

Se realizaron estudios de liberacion de far-
macos in vitro de nanoparticulas cargadas me-
diante los métodos DPBC-(in) y DPBC-(ad) en
dos medios diferentes (0,001N HCI y solucién
salina a 0,9 %) para evaluar la liberacion en
medio fisioldgico y acidico. Se observé una
continua y mayor velocidad de liberacion en las
nanoparticulas cargadas mediante el método
DPBC-(ad) en ambos medios. En el caso de las
nanoparticulas cargadas mediante el método
DPBC-(in), se apreci6 una velocidad de libera-
cion inicial superior seguida de una repentina
disminucion (Figura 6). Los valores t (tiempo
transcurrido para la liberacion del 25 % de far-
maco) para las nanoparticulas cargadas median-
te el método DPBC-(in) en 0,001N HCI y solu-
cion salina a 0,9 % fueron de 3,6 horas y 4,5
horas, respectivamente. En el caso de las nano-
particulas cargadas mediante el método DPBC-
(ad), el tiempo de liberacion fue de 2,9 horas y
5 horas, respectivamente. En ambos lotes, la
velocidad de liberacién fue comparativamente
superior en e medio de 0,001IN HCI que en €
medio salino, posiblemente debido a la protona-
cion del grupo 3'-NH, de doxorubicina en medio
acidico. El patrén de lenta liberacion de farmaco
en solucién salina a 0,9 % y répida liberacién
en medio acidico de las nanoparticulas podria
resultar ventajoso en los casos de administracion
intracelular de farmacos. En la administracion

In vitro release of DH from DPBC nanoparticles

In vitro drug release studies of DPBC-(in) and
DPBC-(ad) nanoparticles were performed in two
different media such as 0.001N HCl and 0.9 %
saline to evaluate the release in acidic and phy-
siological media. DPBC-(ad) nanoparticles showed
higher and continuos rate of release in both the
media. While, DPBC-(in) nanoparticles showed
initial higher rate of release followed by a sudden
decrease (Figure 6). The t.. (time taken for 25 %
drug release) values for DPBC-(in) nanoparti-
clesin 0.001N HCI and 0.9 % saline were 3.6 h
and 4.5 h respectively. While, for DPBC-(ad)
nanoparticles, it was 2.9 h and 5 h respectively.
In both the batches, the release was comparati-
vely higher in 0.001N HCI than in saline media,
presumably due to protonation of 3'-NH, group
of doxorubicin in acidic media. The pattern of
slow drug release in 0.9 % saline, and fast relea-
se in acidic media by nanoparticles could be
advantageous when drugs are intended for intra-
cellular delivery. When administered parentera-
lly, it could be expected that the nanoparticles
exhibit slow release in the physiological media
till it reaches the intracellular site, and a rapid
release at endosomal acidic pH aiding in high
intracellular concentration, similar to that obser-
ved by Horwitz et a.% in case of pH sensitive
liposomes.
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por via parenteral, cabria esperar que las nano-
particulas mostraran una menor velocidad de li-
beracion en medio fisiolégico hasta alcanzar el
medio intracelular y una rapida liberacién a pH
acidico endosomial que contribuiria a un aumen-
to de la concentracion intracelular semejante al
observado por Horwitz et al.® en e estudio de
los liposomas sensibles al pH.

FIGURA 6.- Liberacion de clorhidrato de doxorubicina de nanoparticulas de PBCA en dos medios diferentes. (-:-)
DPBC-(ad) en 0,001N Hcl, (-=-) DPBC-(ad) en 0,9 % solucién salina, (=) DPBC-(in) en 0,9 % solucién salina, (-=-)
DPBC-(in) en 0,001N Hcl.

FIGURE 6.- Release of Doxorubicin hydrochloride from PBCA nanoparticles in two different media. (---) DPBC-(ad)
in 0.001N Hcl, (-=) DPBC-(ad) in 0.9 % saline, («) DPBC-(in) in 0.9 % saline, (-:-) DPBC-(in) in 0.001N Hcl.
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TABLA 2.- Valores de exponente difusional (‘n’) obtenidos a partir del andlisis cinético de liberacion de farmacos de
nanoparticulas de DPBC en varios medios.

TABLE 2.- Diffusional exponent (‘n’) values obtained from the kinetic analysis of drug release of DPBC nanoparticles
in various media.

Tipo de preparacion Medio de liberacion Valor ‘n’
Type of preparation Release medium ‘n’ value
NP de DPBC (incorporadas) 0,001N HCI 0,47
DPBC NPs (incorporated)

NP de DPBC (incorporadas) 0,9% solucion salina 0,63
DPBC NPs (incorporated) 0,9% saline

NP de DPBC (adsorbidas) 0,001N HCl 0,63
DPBC NPs (adsorbed)

NP de DPBC (adsorbidas) 0,9% solucién salina 0,71
DPBC NPs (adsorbed) 0,9% saline
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El andlisis cinético de la liberacion de farma-
co se realiz6 segun la ecuacion (Ritger y Peppas
1987)*,

Mt/Meo = kt" 1)
Log (Mt/Mw) = Logk + nlogt (2)

Donde (Mt/Mw) es la fraccidn liberada, k la
constante cinética 'y n el exponente difusional.
EnlaTabla2 se muestran los resultados del andlisis
cinético.

Los resultados del andlisis cinético muestran
gue la liberacién de DH de las nanoparticulas
cargadas mediante el método DPBC-(in) se reali-
z0 segun la difusion Fickian en 0,001N HCI,
mientras que la difusién fue anémala en el medio
salino. Las nanoparticulas cargadas mediante el
método DPBC-(ad) en ambos medios siguieron la
ecuacion Higuchi (Mt/Me frente a t?) con libe-
racion de f&rmaco de sistemas matriciales. Esta
observacion indica que las moléculas de doxoru-
bicina penetran en la matriz porosa de las nano-
particulas de DPBC después de la adsorcién.

CONCLUSIONES

La polimerizacion del n-butil cianoacrilato en
presencia de un surfactante en concentracion
superior a CMC conduce a la formacion de na-
noparticulas de tamafio inferior. La polimeriza-
cion con diferentes concentraciones de monome-
ros no mostré una influencia significativa en el
tamafio y la distribucion de las particulas. La
polimerizacion a temperatura baja (10 °C) y
moderada (37 °C) dio lugar a la formacion de
particulas de menor tamafio, mientras que la
polimerizacién a alta temperatura (60 °C) pro-
voco la formacion de particulas més grandes,
posiblemente como consecuencia de una mayor
deshidratacion de los bloques de 6xido de etile-
no y oxido de propileno del poloxamero y ala
aglomeracién de particulas. Estos resultados in-
dican que la polimerizacion a alta temperaturas
no presenta ninguna ventaja sobre la polimeriza-
cion a temperatura baja y moderada. Las dife-
rentes concentraciones de surfactante utilizadas
en el estudio no afectaron significativamente al
patron de distribucion y tamafio de las particu-
las. Las nanoparticulas mostraron valores cre-
cientes de potencial zeta con aumento de pH del
medio de medida y se observé una reduccion de

The kinetic analysis of drug release was per-
formed according to the equation (Ritger and
Peppas 1987)%,

Mt/Meo = kt" Q)
Log (Mt/Mw) = Log k + nlogt (2)

Where (Mt/Mw) is the fractional amount re-
leased, k is the diffusional constant and n is the
diffusional exponent. The results of kinetic analysis
are given in Table 2.

The results of kinetic analysis reveal that the
release of DH from DPBC-(in) nanoparticles
followed fickian diffusion in 0.001IN HCI, while
it showed anomalous diffusion in saline media
DPBC-(ad) nanoparticles in both the media fo-
llowed Higuchi equation (Mt/Mco versus t*?) in-
dicating the drug release from matrix systems.
This observation indicates that the doxorubicin
molecules do penetrate into the porous matrix of
the DPBC nanoparticles following adsorption.

CONCLUSIONS

Polymerization of n-butyl cyanoacrylate in
presence of a surfactant above CMC lead to the
formation of nanoparticles with smaller size.
Polymerization at varied monomer concentratio-
ns did not show much influence on particle size
and distribution. Polymerization at low and
moderate temperatures (10°C and 37°C) yielded
particles with smaller size, while higher tempe-
rature (60°C) resulted in larger particles, which
may be due to more dehydration of PO and EO
blocks of poloxamer and particle agglomeration.
This indicates that polymerization at high tem-
peratures do not offer any advantage over the
polymerization at low and moderate temperatu-
res. Variable surfactant concentrations conside-
red in the study did not show much change in
particle size and distribution pattern. Nanoparti-
cles exhibited increased zeta potential values with
increased pH of the media of measurement, and
a reduction in zeta potential was observed upon
drug loading. Such nanoparticles with hydrophi-
lic surface due to the adsorption of surfactant,
and negative charge could be an efficient system
for delivering drugs, requiring prolonged blood
circulation time and, for targeting to lymphatic
system. Nanoparticles loaded by incorporation
and adsorption of DH showed prolonged release,
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potencial zeta tras la carga de farmaco. Estas
nanoparticulas con superficie hidrofila a conse-
cuencia de la adsorcion de surfactante y carga
negativa podrian constituir un sistema efectivo
para la administracion de farmacos con un tiem-
po de circulacion sanguinea prolongado de apli-
cacion en e sistema linfatico. Las nanoparticulas
cargadas mediante incorporacion y adsorcion de
DH mostraron una liberacion prolongada que in-
dica su utilidad en administraciones controladas.

AGRADECIMIENTOS

Los autores del presente articulo manifiestan
su agradecimiento a la University Grants Com-
mission (UGC) de laIndia por lafinanciacién de

HARIVARDHAN REDDY L, MURTHY RSR.

indicating their usefulness in controlled delivery
applications.
ACKNOWLEDGEMENTS

Authors are thankful to University Grants
Commission (UGC) India for funding this work.

este trabajo.

8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

BIBLIOGRAFiA/BIBLIOGRAPHY

. Kreuter J. Nanoparticles. In: Kreuter J (ed.) Colloidal drug delivery systems, Marcel Dekker, New york, 1994; pp 219-

342.

. Jackanicz TM, Nash HA, Wise DL, Gregory JB. Poly lactic acid as a biodegradable carrier for contraceptive steroids.

Contraception 1973; 8: 227-34.

. Wise DL, Fellman TD, Sanderson JE, Wentworth RL. Lactide/glycolide acid polymers, In Gregoriadis G (Ed.) Drug

carriers in biology and medicine. Academic press, London, 1979; pp 237-70.

. Pitt CG, Gratzi MM, Jeffcot AR, Zweidinger R, Schindler A. Sustained release drug delivery systems |1: factors affecting

release rate for poly(&-caprolactone) and related biodegradable polyesters. J Pharm Sci 1979; 68: 1534-38.

. Lescure F, Seguin C, Breon P, Bourrinet P, Roy D, Couvreur P. Preparation and characterization of novel poly(methylidene

malonate 2.1.2.)-made nanoparticles. Pharm Res 1994; 9: 1270-77.

. Fernandez-Urrusuno R, Calvo P, Remunan-Lopez C, Villa-Jato JL, Alonso MJ. Enhancement of nasal absorption of

insulin using chitosan nanoparticles. Pharm Res 1999; 16: 1576-81.

. Farrugia CA, Grover MJ. Gelatin behavior in dilute aqueous solutions: Designing a nanoparticulate formulations. J Pharm

Pharmacol 1999; 51: 643-49.
Beck PH, Kreuter J, Muller EG, Schatton W. Improved peroral delivery of avarol with polybutyl cyanoacrylate nano-
particles. Eur J Pharm Biopharm 1994; 40: 134-37.
Kreuter J, Alyautdin RN, Kharkevich DA, Ivanov AA. Passage of peptides through the blood-brain barrier with colloidal
polymer particles (nanoparticles). Brain Res 1995; 674: 171-74.
Schroeder U, Sabel BA. Nanoparticles, a drug carrier system to pass the blood-brain barrier, permit central analgetic
effects of i.v. dalargin injections. Brain Res 1996; 710: 121-24.
Couvreur P, Kante B, Roland M, Guiot P, Bauduin P, Speiser P. Polycyanoacrylate nanocapsules as potential |ysoso-
motropic carriers: preparation, morphological and sorptive properties. J Pharm Pharmacol 1979; 31: 331-32.
El-Egakey MA, Bentele V, Kreuter J. Molecular weights of polycyanoacrylate nanoparticles. Int J Pharm 1983; 13: 349-
52.

Grislain L, Couvreur P, Lenaerts V, Roland M, Deprez-Decampeneere D, Speiser P. Pharmacokinetics and biodistri-
bution of a biodegradable drug-carrier. Int J Pharm. 1983; 15: 335-45.

Douglas SJ, Davis SS, Illum L. Biodistribution of poly(butyl 2-cyanoacrylate) nanoparticles in rabbits. Int J Pharm.
1986; 34: 145-52.

Sommerfeld P, Schroeder U, Sabel BA. Long-term stability of PBCA nanoparticle suspensions suggests clinical use-
fulness. Int J Pharm 1997; 155:201-07.

Verdun C, Couvreur P, Vranckx H, Lenaerts V, Roland M. Development of a nanoparticle controlled-release formu-
lation for human use. J Cont Rel 1986; 3:205-210.

Marchal-Heussler |, Maincent P, Hoffman M, Spittler J, Couvreur P. Antiglaucomatous activity of betaxolol chlorhydra-
te sorbed onto different isobutyl cyanoacrylate nanoparticle preparations. Int J Pharm 1990; 58: 115-122.

Brasseur N, Brault D, Couvreur P. Adsorption of hematoporphyrin onto polyalkyl cyanoacrylate nanoparticles: carrier
capacity and drug release. Int J Pharm 1991; 70: 129-35.

Ars Pharmaceutica, 44:4; 351-369, 2003



POLYMERIZATION OF N-BUTYL CYANOACRYLATE IN PRESENCE OF SURFACTANT: STUDY OF... 369

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.
30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Gaspar R, Preat V, Roland M. Nanoparticles of polyisohexyl cyanoacrylate (PIHCA) as carriers of primaquine: formu-
lation, physico-chemical characterization and acute toxicity. Int J Pharm 1991; 68: 111-19.

Behan N, Birkinshaw C, Clarke N. Poly n-butyl cyanoacrylate nanoparticles. a mechanistic study of polymerization and
particle formation. Biomaterials 2001; 22: 1335-44.

Bhawal S, Pokhriyal NK, Devi S. Translucent nanolatexes through emulsion polymerization of ethyl acrylate. European
Polymer Journal 2002; 38: 735-44.

Bovey FA, Kolthoff IM, Medalia Al, Meehan EJ. In: Bovey FA, Kolthoff IM, Medalia Al, Meehan EJ (eds.) Emulsion
polymerization, Interscience publishers, New york, 1955; pp 1-22.

Vigevani A, Williamson MJ. Doxorubicin. In: Florey K, (ed.) Analytical profiles of drug substances. Academic press,
New York, 1980; pp 245-74.

Kabanov AV, Batrakova EV, Alakhov VY. Pluronic® block copolymers as novel polymer therapeutics for drug and
gene delivery. J Cont Rel 2002; 82: 189-212.

Dunn AS. In: Lovell PA, El-Aasser MS (eds.) Emulsion polymerization and emulsion polymers, John Wiley Inc., New
york, 1997; pp 126-135.

Ballard MJ, Napper DH, Gilbert RG. Kinetics of emulsion polymerization of methyl methacrylate. J Polymer Sci:
Polymer Chemistry edition 1984; 22: 3225-3253.

Pearson LT, Louis PE, Gilbert RG, Napper DH. Studies of particle formation in styrene emulsion polymerizations using
9-vinyl anthracene as a probe molecule. J Polymer Sci Part-A: Polymer Chemistry 1991; 29: 515-523.

Illum L, Khan MA, Mak E, Daviss SS. Evaluation of carrier capacity and release characteristics for poly(butyl 2-
cyanoacrylate) nanoparticles. Int J Pharm 1986; 30: 17-28.

Kreuter J. Physicochemical characterization of polyacrylic nanoparticles. Int J Pharm. 1983; 14: 43-58.

Douglas SJ, Illum L, Davis SS, Kreuter J. Particle size and size distribution of poly(butyl-2-cyanoacrylate) nanoparticles
I. Influence of physicochemical factors. J Colloid Interface Sci 1984; 101: 149-58.

Muller RH, Lherm C, Herbot J, Blunk T, Couvreur P. Alkyl cyanoacrylate drug carriers. |. Physicochemical charac-
terization of nanoparticles with different chain length. Int J Pharm 1992; 84: 1-11.

Moghimi SM, Hunter AC, Murray JC. Long-circulating and target-specific nanoparticles: Theory to practice. Pharmacol
Rev 2001; 53: 283-318.

Duncan R. Polymer conjugates for tumor targeting and intracytoplasmic delivery. The EPR effect as a common
gateway? Pharm Sci Tech Today 1999; 2: 441-49.

Takakura Y, Matsumoto S, Hashida M, Sezaki H. Enhanced lymphatic delivery of mitomycin C conjugated with
dextran. Cancer Res 1984; 44: 2505.

Horwitz BA, Shintizky M, Kreutz W, Yatwin MB. pH sensitive liposomes: possible clinical implications. Science
(Wash DC) 1980; 210: 1253-55.

Ritger PL, Peppas NA. A simple eguation for description of the solute release. 1. Fickian and anamolous release from
swellable devices. J Cont Rel 1987; 5: 37-42.

Ars Pharmaceutica, 44.4; 351-369, 2003



