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Streszczenie

Nowe kompozytowe systemy dostarczania
bisfosfonianéw otrzymano z poliuretanéw biodegra-
dowalnych (PU) i nanokrystalicznego hydroksyapa-
tytu (HAP). W pierwszym etapie, zsyntezowano PU
z poli(e-kaprolaktono) dioli (PCL), glikolu polioksy-
etylenowego, 1,6-diizocyjanianiu heksametylenu
i butano-1,4-diolu. PCL zostaty otrzymane w procesie
polimeryzacji z otwarciem pierScienia katalizowanym
enzymami. Nastepnie, otrzymano kompozytowe
systemy dostarczania klodronianu. Przeprowadzono
badania fizykochemiczne przygotowanych bioma-
teriatow. Wykonano rowniez badania cytotoksycz-
nosci zsyntezowanych polimerow. Wstepne wyniki
badan wskazujg, ze otrzymane kompozyty stanowig
perspektywiczng grupe biomateriatow, ktore mogag
potencjalnie zosta¢ wykorzystane w technologii im-
plantacyjnych systeméw dostarczania lekow.

Stowa kluczowe: biomateriaty, bisfosfoniany, klo-
dronian, poliuretany, hydroksyapatyt

[Inzynieria Biomateriatow, 128-129, (2014), 43-45]

Wprowadzenie

W ostatnich latach, wielkoczgsteczkowe systemy dostar-
czania lekéw (DDS) budzg ogromne zainteresowanie [1-3].
Polimerowe DDS cechujg sie unikalng farmakokinetyka,
dystrybucjg i farmakologiczng efektywnoscig. Do chwili
obecnej otrzymano kilka bisfosfonianowych (BP) systemow
dostarczania lekow (BPDDS) [4-12]. Obejmujg one den-
drymery, hydrozele, liposomy, nanokapsutki, nanosfery i ko-
niugaty wielkoczgsteczkowe. Szczegdlne zainteresowanie
wzbudzajg biomateriaty BPDDS stosowane jako implanty
ortopedyczne [4,5].

Alifatyczne i cykloalifatyczne poliuretany (PU) charaktery-
zujg sie wysokg zdolnoscig do biodegradacji i biokompaty-
bilnoscig w stosunku do tkanek ludzkich. Atrybuty te czynig
ich korzystnymi i nadzwyczajnie uzytecznymi w technologii
systeméw DDS [3,13].

Gtéwnym celem niniejszej pracy byto otrzymanie kom-
pozytowych systeméw dostarczania klodronianu na bazie
biodegradowalnych PU i nanokrystalicznego HAP. Omé-
wiono wyniki badan strukturalnych i chemicznych nowych
biomateriatow.
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Abstract

New composite bisphosphonate delivery systems
were prepared from biodegradable polyurethanes
(PU) and nanocrystalline hydroxyapatite (HAP).
In the first step, the PU were synthesized from poly(e-
caprolactone) diols (PCL), poly(ethylene adipate) diol,
1,6-hexamethylene diisocyanate and 1,4-butanediol.
The PCL were obtained by the ring-opening polymeri-
zation catalyzed by the enzyme. Next, composite drug
delivery systems for clodronate were prepared. The
physico-chemical properties of the obtained biomate-
rials were determined. The cytotoxicity of the synthe-
sized polymers was tested. The preliminary results
show that the prepared composites are perspective
biomaterials and they can be potentially applied in
the technology of implantation drug delivery systems.

Keywords: biomaterials, bisphosphonates, clodro-
nate, polyurethanes; hydroxyapatite

[Engineering of Biomaterials, 128-129, (2014), 43-45]

Introduction

In recent years, macromolecular drug delivery systems
(DDS) have became the focus of interest [1-3]. Polymeric
DDS exhibit unique pharmacokinetics, distribution and
pharmacological efficacy. Numerous bisphosphonates (BP)
delivery systems (BPDDS) have been investigated [4-12].
They include dendrimeric polymers, hydrogels, liposomes,
nanocapsules, nanospheres and macromolecular conju-
gates. One particularly interesting kind of BPDDS comprises
biomaterials used as orthopaedic implants [4,5].

Aliphatic or cycloaliphatic polyurethanes (PU) demon-
strate good biodegradability and biocompatibility in human
tissues. These attributes make them advantageous and
extremely useful for the technology of controlled DDS [3,13].

The main aim of this study has been to prepare com-
posite clodronate (CLO) DDS using biodegradable PU
hydroxyapatite (HAP) as components. The structures
and chemical compositions of the new biomaterials were
investigated and discussed based on the results obtained.
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Materialy i metody

Woczesniej otrzymane PU rozpuszczano w DMSO uzy-
skujgc stezenie polimeru na poziomie 10-20% (w/v). Na-
stepnie, roztwory PU mieszano z HAP. Strukture porowatg
materiatu uzyskiwano poprzez mieszanie PU i HAP z NaCl
(w stosunku masowym 0.5 g NaCl do 1,5 g PU). Miesza-
ning PU/HAP/s6l umieszczano w formie. Nastepnie, formy
utrzymywano w warunkach prézniowych w temp. 50°C przez
48 h. Przygotowane probki przemywano wodg destylowang
przez 24h w celu catkowitego usunigcia NaCl. Otrzymane
kompozyty suszono pod zmniejszonym cisnieniem w temp.
pokojowej przez okoto tydzien.

CLO (w odpowiednim stezeniu) wprowadzano do otrzy-
manego kompozytu metodg zanurzeniowg. W celu umiesz-
czenia substanciji leczniczej w porach materiatu wykonano
pieciokrotny cykl proznia/argon. Nastepnie, kompozyty
suszono pod zmniejszonym cisnieniem w temp. pokojowej
az do uzyskania statej masy. llo$¢ zwigzanego CLO osza-
cowano na podstawie roznicy masy kompozytéw przed i po
operacji inkorporowania.

Proces uwalniania CLO z otrzymanych kompozytéw
BPDDS prowadzony byt w temp. 37°C w buforze fosfora-
nowym (PBS) (pH 7.4) przygotowanym w stosunku 15 mg
kompozytu do 1 ml buforu. Uwalniany z biomateriatu CLO
oznaczano metodg HPLC CAD.

Wyniki i dyskusja

Celem pierwszej czesci badan byto otrzymanie poli(e-ka-
prolaktono) dioli (PCL), ktére nastepnie wykorzystano jako
prekursory w syntezie poliuretanéw (PU). Polimeryzacje
z otwarciem pierscienia e-kaprolaktonu (CL) w obecnosci
glikolu dietylenowego (DEG) i lipazy Candida antarctica (CA)
prowadzono w temp. 70°C przez 14 dni. Stosunek molowy
CL do DEG byt nastepujgcy: 20 : 1 (PCL-1), 30 : 1 (PCL-2) i
40: 1 (PCL-3). Wartosci Mn dla poszczegdlnych makrodiol
(wyznaczone metodg GPC) wynosity 1800 (PCL-1), 2400
(PCL-2) i 3200 g/mol (PCL-3).

PU zostaty otrzymane z PCL, glikolu polioksyetyleno-
wego jako segmentéw miekkich oraz 1,6-diizocyjanianiu
heksametylenu (HMDI) i butano-1,4-diolu (BD) jako kom-
ponentéw segmentow sztywnych. 1,4-diazabicyklo[2.2.2]
oktan (DABCO) zostat uzyty jako katalizator procesu po-
liaddycji. PU otrzymano metodg prepolimerowg w masie.
Indeks izocyjanianowy (stosunek grup izocyjanianowych do
hydroksylowych) wynosit 1.05.

Kompozyty poliuretanowo-hydroksyapatytowe (PU-HAP)
zostaly otrzymane z wczesniej zsyntezowanych PU-1,
PU-2 i PU-3. Biomateriaty otrzymano w wyniku zmieszania
PU, HAP i nanokrystalicznego NaCl. Gestos¢ kompozytow
wynosita od 0.21 do 0.27 g/cm?. Z kolei, porowato$¢ (P)
kompozytéow PU-HAP wynosita od 55% do 65%.

Wykonano réwniez testy cytotoksycznosci otrzymanych
PU wykorzystujgc w tym celu bakterie luminescencyjne V.
Fischeri oraz pierwotniaki S. Ambiguum i T. Thermophila.
Stwierdzono, ze wszystkie otrzymane PU byly nietoksyczne,
zarowno wzgledem bakterii jak i pierwotniakow.

Zawartos¢ substanciji leczniczej w otrzymanych kompo-
zytach wynosita okoto 1% wag. Badania kinetyki uwalniania
CLO z otrzymanych kompozytéw PU-HAP prowadzone byty
w roztworze PBS w temp. 37°C przez 1-8 tygodni. Profile
uwalniania CLO z biomateriatéw w pH 7.4 przedstawiono
na RYS. 1.

Materials and methods

The previously synthesized PU were first dissolved in
DMSO at a concentration of 10-20% (w/v). Next, the PU
solution were mixed with HAP. Pores were created by mixing
the mixture of PU and HAP with 0.5 g of NaCl crystals per
1.5 g of PU. The PU/HAP/salt mixtures were poured into a
mould. Next, the mould were dried in vacuo at 50°C for 48 h.
The samples were washed for 24 h in distilled water to
remove NaCl. The composite samples were later dried in
vacuo at room temperature for about one week.

CLO was incorporated into the PU composites by im-
mersing the material into an aqueous drug solution of known
concentration. The solution was pulled into the pores of
the biomaterials by repeated five-cycles of vacuum/argon.
PU composites were dried in vacuo at room temperature
until the weight of the impregnated materials remained
unchanged. The gain in weight of the PU composites fol-
lowing impregnation was taken as the weight of the CLO
incorporated into the biomaterials.

The composite BPDDS were incubated in a phosphate
buffer solution (PBS) (pH 7.4) at a ratio of 15 mg of com-
posite to 1 ml of buffer at 37°C. The quantity of the released
CLO was determined from the calibration curve previously
obtained under the same conditions and analyzed by means
of the HPLC CAD method.

Results and discussions

The aim of the first part of this study was to obtain
poly(e-caprolactone) diols (PCL) which could be applied
as precursor of further polyurethanes (PU) synthesis. The
ring opening polymerization of e-caprolactone (CL) in the
presence of diethylene glycol (DEG) and the lipase from
Candida antarctica (CA) were conducted at 70°C for 14
days. The molar ratio of CL/DEG was either 20 : 1 (PCL-1),
30:1 (PCL-2) or40: 1 (PCL-3). The Mn values of the PCL
diols determined by the GPC method were 1800 (PCL-1),
2400 (PCL-2) and 3200 Da (PCL-3).

The PU were obtained using PCL, dihydroxy(polyethyl-
ene adipate) (OEAD) as the soft segments, and 1,6-hexam-
ethylene diisocyanate (HMDI) and 1,4-butanediol (BD) as
components of the hard segments. 1,4-diazabicyclo[2.2.2]
octane (DABCQO) was used as the polyaddition catalyst. A
two-step melt polymerization procedure was engaged to
this process. The isocyanate index (isocyanate to hydroxyl
equivalent ratio) was 1.05.

The polyurethane/hydroxyapatite composites (PU-HAP)
were obtained from previously synthesized PU-1, PU-2 and
PU-3. The composites were formed by mixing the mixture of
PU and nanocrystalline HAP with NaCl. The density (d) of
composites values were ranged from 0.21 to 0.27 g/cmq. The
porosity (P) of the PU-HAP composites was 55% and 65%.

Cytotoxic tests of the obtained PU were carried using the
luminescent bacteria V. fischeri and two ciliated protozoa S.
ambiguum and T. termophila. All the tested samples were
not toxic to any of the tested bionts, whether bacteria or
protozoa.

The drug content in the PU-HAP composites was 1%
wt. In vitro CLO release from the PU-HAP composites was
conducted in a PBS buffer at 37°C for 1-8 weeks. The kinetic
rates of CLO released from the obtained biomaterials at pH
7.4 are shown in FIG. 1.
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Stwierdzono, ze ki-
netyka uwalniania CLO
wzrastata ze wzro-
stem P kompozytow
oraz zmniejszata sie ze
wzrostem wartosci Mn
PCL zastosowanych w
syntezie PU. Zaobser-
wowano réwniez, ze P
kompozytéw PU-HAP
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It was found that the
rate of CLO release in-
creases with increasing
the P and decreasing
the Mn of PCL used in
PU synthesis. The P
of the PU-HAP com-
posites decreases with
increasing HAP content.

zmniejszata sie ze wzro-
stem zawartosci HAP.
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Conclusions

Whioski

[l PU-HAP-1 B PU-HAP-2 = PU-HAP-3 ‘

New composite
bisphosphonate de-

Nowe kompozytowe
systemy dostarczania
bisfosfonianéw zostaty
otrzymane z poliuretanéw biodegradowalnych i nanokry-
stalicznego hydroksyapatytu. Otrzymane wielkoczgstecz-
kowe matryce nie wykazywaty cytotoksycznosci. Kinetyka
uwalniania klodronianu zalezata generalnie od rodzaju
zastosowanego poliuretanu oraz porowatosci kompozytu.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze otrzymane kompozyty po-
liuretanowo-hydroksyapatytowe umozliwiajg kontrolowane
uwalnianie klodronianiu i moga potencjalnie stanowic¢ efek-
tywne implantacyjne systemy terapeutyczne.
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RYS. 1. Uwalnianie CLO z otrzymanych kompozytow.
FIG. 1. Release of CLO from the obtained composites.

livery systems were
prepared from biode-
gradable polyurethanes
and nanocrystalline hy-
droxyapatite. The obtained macromolecular matrices were
non-cytotoxic. The rates of clodronate release were shown
to be directly dependent upon the nature of the obtained
polyurethanes and the porosity of the composites. The
results demonstrate that the polyurethane/hydroxyapatite
composites are promising materials for the controlled re-
lease of clodronate and they can find practical applications
as effective implantation drug delivery systems.
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