Academia Oamenilor de Stiinta din Romania

RAPORT DE ACTIVITATE
Nr. 1

Suporturi magnetice destinate eliberarii

controlate

Director de Proiect:
Prof. Dr. Ing. Ecaterina ANDRONESCU
Membru Titular al AOSR

Cercetator:
As. Univ. Drd. Ing. Ionela Andreea NEACSU
Universitatea POLITEHNICA din Bucuresti

lunie 2018



CUPRINS

1. Sisteme cu eliberare controlata .............ocoveiieiiieiiiii e 2
1.1 CIASITICAIE ..o 2
1.2 Avantaje $1 HMIATT.......coviiiiiiic e 3

2. Nanotransportori pentru sistemele cu eliberare controlata ..............ccocveiieiiiennnnnn. 4

3. Metode de obtinere a nanoparticulelor magnetice ..........ccoovvverveiiiieniciinc e 6

4. Compusi antitumorali naturali cu caracter hidrofob ..., 8

5. Concluzii — obiective specifice ale proieCtului ..........ccoovvvveieiinie, 9

6. Referinte bibliografice ... 11



1. Sisteme cu eliberare controlata

1.1 Clasificare

Sistemele cu eliberare controlatd urmaresc ca un medicament si o matrice (biomaterial),
intr-un mod economic, sa conduca la obtinerea unui produs care, in contact cu mediul biologic,
sd determine, in timp, eliberarea principiului activ dupa un profil cinetic care sa corespunda
cerintelor impuse. Cel mai frecvent se doreste o viteza constantd de eliberare a substantei
active, care in analogie cu cinetica chimica, corespunde unei cinetici de ordin zero [1].

- Dupa modul de obtinere a acestora, sistemele cu eliberare controlatd pot fi clasificate:

a) Sisteme fizice, in cadrul carora are loc incorporarea fizica a unui medicament intr-0
matrice (polimerica sau nepolimerica);

b) Sisteme chimice, caracterizate de legaturi chimice stabilite intre medicament si
materialul gazda.

Sistemele fizice se clasifica la randul lor in [2]:

- Sisteme erodabile, in cadrul carora medicamentul este amestecat fizic cu o matrice si
este eliberat Tn timp ce suportul este consumat (erodat) de mediul cu care vine in contact prin
procese fizice de dizolvare.

- Sisteme rezervor, ce constau dintr-o membrana, non-degradabila sau biodegradabila,
polimerica, care limiteaza viteza de eliberare si separa principiul activ (miezul sistemului) de
mediul biologic. Sistemele rezervor pot fi obtinute sub diverse morfologii, si anume: capsule,
microcapsule, fibre sau tuburi cu capetele Tnchise

- In functie de mecanismul de control al eliberirii medicamentului, sistemele de
eliberare controlata a medicamentelor se clasifica in 5 categorii [3]:

1. Sisteme controlate de difuzie:

a. Dispozitive de tip rezervor (sisteme membrand);
b. Dispozitive de tip matrice (sisteme monolitice).
2. Sisteme controlate chimic:
a. Sisteme bioerodabile si biodegradabile;
b. Sisteme cu catene ramificate.
3. Sisteme activate de solvent:
a. Sisteme controlate osmotic;
b. Sisteme controlate prin imbibare.
4. Sisteme cu eliberare modulata;

5. Sisteme ce prezintd capacitate de schimb ionic (silicati stratificati).
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1.2 Avantaje si limitari

Avantaje clinice [4]:

Diminuarea frecventei administrarii medicamentelor;

Imbunititirea confortului pacientului;

Reducerea nivelului de fluctuatii in singe a compusilor activi terapeutic;

Spre deosebire de terapia conventionald, permit diminuarea cantititii de
medicament utilizate;

Diminuarea semnificativi a acumuldrii medicamentului in cadrul terapiei
cronice;

Scaderea toxicitatii medicamentului, atat la nivel local, cat si la nivel sistemic;

Stabilizarea conditiei medicale a pacientului ca urmare a unei concentratii mult
mai uniforme a medicamentului;

injumatatire foarte scurt, datoritd controlului spatial;

Viteze de eliberare previzibile si reproductibile de-a lungul unei perioade lungi

de timp.

Avantaje comerciale/industriale [4]:

Extinderea ciclului de viata a produsului;
Diferentierea produsului;
Expansiunea pe piatd;

Extinderea brevetului.

Potentialele limitari ale sistemelor cu eliberare controlata [4]:

¢ Intarzierea procesului de actiune a medicamentului;

® Probabilitatea retentiei la nivelul sistemului a unei concentratii de medicament

care se dovedeste a f1 insuficientd pentru terapia afectiunii in cauza;

® Dependenta majord a formei farmaceutice de perioada de retentie la nivelul

tractului gastro-intestinal;

® Costurile inregistrate depasesc valoarea terapiilor conventionale;

® Nu toate medicamentele permit dezvoltarea unor sisteme cu eliberare prelungita.

Selectarea substantei active pentru dezvoltarea sistemelor cu eliberare prelungita

reprezintd un pas critic. De aceea, este esential a se tine cont de o serie de caracteristici prin

care se poate evalua dacd un medicament se preteazd, sau nu, formuldrilor cu eliberare

prelungitd. Perioada de injumatatire foarte scurtd sau prea extinsa, indicele terapeutic restrans



sau limitat, absorbtia redusa (lentd) sau activa, sunt doar cateva dintre aspectele detinute de

medicamente, care ar putea influenta eficacitatea dezvoltarii sistemelor cu eliberare controlata

[4].
In functie de scopul urmirit, exista mai multe tipuri de profile de eliberare controlati a

medicamentelor, cele mai importante fiind ilustrate in Figura 1 [3].
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Figura 1. Diferite tipuri de profile de eliberare a medicamentelor (Tip I) viteza de eliberare
scade exponential cu timpul, (Tip II) cinetica de ordin 0 cu viteza de eliberare constanta, (Tip I1I)
eliberare de ordin 0 cu intdrziere semnificativa, (Tip 1V) eliberare pulsatila cu intdrziere, (Tip V)

eliberare multipld cu intdrziere constantd intre eliberari [3].

2. Nanotransportori pentru sistemele cu eliberare controlata

celulare, cu scopul de a imbunatati livrarea numeroaselor substantelor active precum
medicamentele, si nu in ultimul rand biomacromoleculele terapeutice [5]. Nanotransportorii ce
detin proprietati fizico-chimice si biologice optimizate sunt mult mai usor internalizati la nivel
celular, spre deosebire de sistemele cu dimensiuni mai mari, ceea ce permite utilizarea cu
succes a acestora ca suporturi pentru transportul compusilor bioactivi [6]. Pana in prezent, au
fost dezvoltati o serie de nanotransportori terapeutici, insd, cea mai mare parte dintre acestia
necesita teste suplimentare care sa ateste siguranta utilizarii lor clinice [7].

Tn ultimul deceniu, nanoparticulele au fost propuse ca transportori pentru sistemele cu
eliberare controlata. Nanoparticulele sunt particule coloidale solide cu diametre mai mici de
100 nm, si, prin urmare, sunt considerate nanomateriale ,zero-dimensionale” [7].
Nanoparticulele sunt special concepute pentru a absorbi, adsorbi sau incapsula o substanta
activd, asigurand astfel protectia acesteia impotriva eventualelor procese de degradare, chimice
sau enzimatice. Acestea pot fi utilizate ca adjuvante in vaccinuri sau transportori de

medicamente, la nivelul carora compusul activ este dizolvat, incapsulat, adsorbit sau atasat



chimic [8]. Principalul scop in proiectarea nanoparticulelor ca sisteme cu eliberare controlata,
este acela de a elibera specific agentii farmacologic activi la viteze si doze optime de
administrare [9].

Au fost raportate o serie de beneficii ale utilizarii nanoparticulelor ca sisteme cu

eliberare controlata, dupa cum urmeaza [10]:
- Eliberare controlatd si sustinutd a medicamentului pe Intreaga perioadd a

transportului, precum si la nivelul zonei de actiune dorite; o astfel de terapie implica
selectivitatea, iar in acest fel se obtine o crestere a eficientei terapeutice si diminuarea efectelor
secundare (terapia conventionald este non-selectiva, prin urmare efectele secundare se

manifesta, de reguld, la nivel sistemic);

- Substanta activa poate fi Incorporata in sistem fara a implica o reactie chimica; acesta
este un factor important ce permite conservarea medicamentului;

- Caracteristicile de eliberare controlata si de degradare a medicamentului pot fi
modulate cu usurinta;

- Nu existd pierderi de substante active, prin urmare se inregistreazd o crestere a

.....

- Solubilitatea medicamentelor ce prezintd un grad scazut de solubilitate In apa este

semnificativ imbunatatita, timpul de injumatatire al medicamentului In circulatia sangvind este
de asemenea prelungit prin reducerea imunogenitatii, eliberarea medicamentului cu o rata

sustinuta si reducerea frecventei de administrare a compusilor terapeutici;
- Cresterea confortului pacientului si imbunatatirea performantei terapeutice,

comparativ cu Sistemele conventionale.

Cand medicamentele sunt incdrcate la nivelul nanoparticulelor prin Incapsulare,
adsorbtie sau conjugate chimic, farmaco-cinetica acestora, precum si indicele terapeutic, pot fi
semnificativ imbunatatite. Substantele active pot fi incapsulate in interiorul nanoparticulei
(nanosferei), sau legate, fizic sau chimic, de suprafata acesteia.

Odata ajunse in zona de interes, nanoparticulele pot elibera medicamentul prin
urmatoarele procese: difuzie, gonflare, eroziune sau degradare. Unele sisteme permit eliberarea
compusilor activi sub influenta unei energii exterioare, cum ar fi ultrasunetele, lumina sau
campul magnetic [11]. Avantajele precum cresterea solubilitatii medicamentelor, prelungirea
duratei de viatd a acestora la nivel sistemic, eliberarea controlata si sustinuta a substantelor

active, distributia preferentiald a acestora catre tesuturile si celulele de interes si posibilitatea
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de a livra si elibera simultan mai multi agenti terapeutici in cadrul terapiei combinate,
recomanda nanoparticulele ca transportori promitatori in dezvoltarea sistemelor cu eliberare
controlata [10].

Existd numeroase tipuri de nanoparticule, de diferite dimensiuni, forme si materiale, cu
varii proprietati chimice si de suprafati. In Figura 2 de mai jos, sunt listate clase de
nanoparticule, si dupd cum se poate observa, acestea variazd atat din punct de vedere

morfologic, cat si dimensional [12].
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Figura 2. Tipuri de nanoparticule utilizate ca nanotrasportori pentru sistemele cu eliberare

controlata (preluata si modificata [12])
3. Metode de obtinere a nanoparticulelor magnetice

Nanoparticulele magnetice pot fi sintetizate prin numeroase metode fizice si chimice,
dintre care putem aminti: metoda microemulsiilor, reactii de co-precipitare, sinteza sol-gel,
reactiile sono-chimice, sinteza prin metoda hidrotermala, descompunere termica, biosinteza,
sinteza prin injectie In flux si metoda electrochimica. Aceste metode au fost utilizate de-a
lungul timpului pentru obtinerea unor particule cu compozitie omogena si o distributie ingusta
a dimensiunii medie de particula. Desi exista numeroase alternative in ceea ce priveste
metodele de sintezd a nanoparticulelor magnetice, cea mai comuna dintre acestea este metoda
co-precipitarii [13].

Tehnica co-precipitarii este probabil cea mai simpla si cea mai eficienta ruta de obtinere
a nanoparticulelor magnetice. Oxizii de fier, printre care si magnetita (Fe3O4), sunt sintetizati,
de regula, prin aceasta metoda, ce consta in obtinerea unui amestec stoechiometric de saruri
feroase si ferice in mediu apos, raportul molar Fe?":Fe3* fiind 1:2.

Reactia de co-precipitare are loc la pH bazic, fie la temperatura camerei, fie la

temperaturi ridicate [13].



Dimensiunea si forma nanoparticulele de magnetita depinde de tipul sarurilor utilizate
(cloruri, sulfati, nitrati, perclorati etc.), de raportul molar al ionilor ferici si ferosi, de
temperatura de reactie, de valoare pH-ului, concentratia ionicd a mediului, precum si de alti
parametri de reactie precum viteza de agitare si viteza de picurare a solutiei de precursori in
solutia cu un caracter bazic [13-15].

Conform termodinamicii acestei reactii, o precipitare completa a magnetitei are loc la
valori ale pH-ului cuprinse intre 9 si 14, cu un raport stoichiometric precis de 2:1 (Fe3":Fe?*).
Cu toate acestea, magnetita nu prezintd o foarte buna stabilitate si este foarte susceptibila la
oxidare, aceasta fiind transformata in maghemita (yFe2Oz3) in prezenta oxigenului [13].

Principalul avantaj al acestei metode de sinteza este acela ca, prin reactia de co-
precipitare, se poate obtine cu usurintd o cantitate mare de nanoparticule. Totusi, controlul
distributiei dimensiunii nanoparticulelor este limitat, deoarece cresterea cristalelor este
controlatd doar de factorii cinetici.

Tn procesul de co-precipitare, sunt implicate doua etape de bazi: reactia de nucleatie,
care apare atunci cand speciile precursoare ating suprasaturatia critica, urmata de cresterea
lentd a particulelor prin difuzia soluturilor catre suprafata cristalelor. Pentru a obtine
nanoparticule de magnetiti monodisperse, aceste doud etape trebuie separate; prin urmare,
nucleatia trebuie evitata pe parcursul perioadei de crestere [13].

Particulele magnetice sintetice, obtinute prin diverse rute de sintezd, pot prezenta
diferente mari in ceea ce priveste proprietdtile lor magnetice. Aceste diferente sunt atribuite
modificarilor structurale, crearii limitelor antifazice, sau existentei unui strat magnetic rezidual
la suprafata particulelor.

Dezavantajul metodelor de sinteza in solutii apoase este acela cad valoarea pH-ului de
reactie a amestecului trebuie sd fie ajustatd atat in timpul procesului de sintezd, cat si pe
parcursul procesului de purificare. Prin urmare, producerea unor cantititi semnificative de
particule magnetice dispersate si cu dimensiuni mici, reprezintd o provocare, atunci cand sunt
abordate astfel de metode de sinteza. Tendinta acestor nanoparticule de a forma agregate si de
a creste in dimensiune, pentru a minimiza energia totala libera a suprafetei, reprezinta o

dificultate critica si dificil de combatut [16-17].



4. Compusi antitumorali naturali cu caracter hidrofob

a-Bisabolol, denumit 1.U.P.A.C. 6-metil-2-(4-metil-3-ciclohexen-1-il)-5-hepten-2-ol,
este un alcool sesquiterpenic natural cu formula chimica C15H260 (figura 3), a fost izolat pentru
prima data din Matricaria chamomilla (Asteraceae) Tn secolul al XX-lea si de atunci a fost
identificat in alte plante aromatice cum ar fi Eremanthus erythropappus, Smyrniopsis aucheri

si Vanillosmopsis. Recent, a -bisabololul a fost identificat ca un constituent major al uleiului

esential Salvia Runcinata, o planta indigena in Africa de Sud.
H,C OH

H,C CH,

Figura 3. Structura chimica structurala a a-Bisabolol

Acest compus prezinta, de asemenea, cateva alte proprietati farmacologice, cum ar fi
activitatile analgezice, antibiotice si anticanceroase. Recent, s-a demonstrat ca a-Bisabolol este
un inhibitor al AKT si s-au dezvoltat astfel terapii promitatoare pentru cancerul pancreatic
avansat pe baza acestuia [18] [19]. Mutagenitatea si genotoxicitatea bisabololului au fost, de
asemenea, investigate. Datoritd toxicitatii scazute asociate bisabololului, Administratia pentru
Alimentatie si Medicamente (Food and Drug Administration - FDA) a acordat acestui
constituent statutul de “substanta sigura” (Generally Regarded as Safe - GRAS), care a
promovat utilizarea acestuia ca ingredient activ in mai multe produse comerciale [20].

Curcumina este un ingredient esential extras din radacina de Curcuma Longa.
Radacina acestei plante are coloratie galbend datoratd curcuminei, motiv pentru care a fost
utilizata ca agent colorant in produse alimentare si medicamente in tarile asiatice [18].

Curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5 diona, figura 4) are o
varietate largd de aplicatii ca agent terapeutic (potential antiinflamator, anti-cancerigen si
neuroprotector), bucuradndu-se de un real interes datoritd structurii conjugate unice care Ti

permite sa actioneze ca un antioxidant [19].
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Figura 4. Formula chimica structurala a Curcuminei [20]

Acidul usnic (CigH1607 — figura 5), se gaseste in mod unic in licheni si este larg
raspandit in speciile Cladonia (Cladoniaceae), Usnea (Usneaceae), Lecanora (Lecanoraceae),
Ramalina (Ramalinaceae), Evernia, Parmelia (Parmeliaceae) si alte genuri de licheni, speciile
Alectoria (Alectoriaceae) fiind de multe ori printre cele mai bogate surse de acid usnic. Lichenii

sunt formati prin simbioza intre ciuperci si alge si/ sau cianobacterii. Multi licheni care contin

acid usnic au fost utilizati pentru aplicatii medicinale, cosmetice si ecologice [21].
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[

Figura 5. Formula chimica structurala a Acidului Usnic
Yang si colaboratorii au studiat activitatea de inhibare a dezvoltarii celulelor canceroase
pulmonare de catre 7 specii de licheni din Muntii Carpati, precum si mecanismul de actiune

anti-metastatic identificat, in vederea valorificarii lor ca noi agenti anti-cancerigeni [22].
5. Concluzii — obiective specifice ale proiectului

Deoarece sistemele pe bazd de nanoparticule magnetice, in special cele bazate pe
magnetita, s-au dovedit in studiile anterioare o alternativa viabila la metodele de tratament
actuale, scopul proiectului este de a valorifica aceasta categorie de materiale, in vederea
obtinerii de sisteme cu eliberare controlatdi de substante antitumorale, ca raspuns la limitarile
pe care chimioterapia sau radioterapia le prezinta.

Tn vederea indeplinirii scopului proiectului, o serie de obiective specifice se impun:



OS1 - Obtinerea de nanostructuri tip Fe3Os functionalizate cu compusi
multifunctionali (Fe3Os@CM); datoritd faptului ca nanoparticulele de FesOs sunt foarte
susceptibile la degradare/degenerare in medii acide sau oxidative, precum si in conditii in vivo,
grefarea unui Invelis protector exterior este un mijloc de mentinere a stabilitatii componentului
magnetic pand la momentul internalizarii celulare. Produsi naturali de catabolism vor fi folositi
pentru acoperire, in special acizi amino-dicaboxicilici (ex. acid glutamic) iar sinteza
Fe304@CM se va realiza prin 2 metode diferite.

OS2 - Obtinerea de FesOs@CM — Citostatic Hidrofob, utilizate ca sisteme cu
eliberare tintitd in terapia cancerului; In vederea realizarii unor sisteme eficiente pentru
tratamentul canceros, este necesara invelirea suplimentara a structurilor tip core-shell cu
citostatice. Aceste sisteme cu eliberare tintitd sunt au la baza compusi antitumorali naturali
precum Bisabolol [1-metil-4(1,5-dimetil-1-hidroxhex-4(5)- enil)-ciclohexen-1] si Licopen.
Bisabolol, cunoscut si sub numele de Levomenol, este un alcool sesquiterpen monociclic
natural, gasit nativ ca ulei esential Tn musetel (Matricaria recutita) si Myoporum crassifolium.
Este aproape insolubil in apd si glicerind dar foarte solubil in alcool. Licopenul este un
fitoreactiv care apartine grupului de pigmenti cunoscuti drept carotenoizi. Este rosu, hidrofob
si este Intalnit in stare naturald in multe fructe si legume. Cea mai mare concentratie de licopen
bioactiv se regaseste In tomate si in produsele pe bazd de tomate. Cateva studii epidemiologice
coreleaza consumul ridicat de licopen cu micsorarea riscului de cancer la prostata.

OS3 — Caracterizarea morfologica si structuralid a FesOs@CM si FesO4@CM —
Citostatic Hidrofob obtinute. Tn acest sens, vor fi utilizate o parte din tehnicile de
caracterizare enumerate anterior, carora li se adauga FT-IR, pentru a studia eventualele legaturi
formate intre suportul de magnetita si compusii multifunctionali de pe suprafata, si VSM —
pentru evaluarea proprietatilor magnetice ale ansamblurilor.

OS4 — Evaluarea biologici a Fe3Os@CM si FesOs@CM - Citostatic Hidrofob
obtinute. Date fiind aplicatiile biomedicale vizate, biocompatibilitatea sistemelor obtinute
reprezintd o caracteristicd absolut necesard, ca atare se vor realiza studii de biocompatibilitate
si de evaluare a internalizarii celulare. Pentru FesO4@CM — Citostatic Hidrofob se va realiza
suplimentar o analiza a activitatii antitumorale.

Raportul dintre numarul celulelor tumorale si celor sanatoase distruse de citostatic este
de importanti critica. In urma acestor rezultate, se va realiza o optimizare a parametrilor de

sinteza in raport cu citostaticul ales.
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