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MATERIALE CARBONICE iN MEDICINA: RISCURI SI OPORTUNITATI

In ciuda avansarilor tehnologice in stiinta biomedicald, cancerul inca riméane una dintre
cele mai mari provociri pentru omenire. In aceastd lucrare, ne dorim si obtinem un sistem
nanometric de eliberare controlatd folosind grafenoxidul ca nanotransportor pentru mai multi
agenti activi cu proprietati anticancerigene dar si antimicrobiene si antiinflamatorii [1]. Compusii
activi utilizati sunt acidul galic, acidul cafeic, limonenul si doud uleiuri esentiale, de nucsoara si

pin cembra.

Structura amfifila si planara a grafenoxidului, 1i conferd acestuia posibilitatea de a
incorpora biomolecule hidrofile si/sau hidrofobe in structura cu scopul de a-i Tmbunatati
stabilitatea Tntr-un anumit mediu si pentru a avea toxicitate minima pentru aplicatii biomedicale

[2-4].

Grafenoxidul si derivatii sai prezintd aplicatii in diferite domenii rezumate in patru
categorii principale, eliberare controlata si tratarea cancerului, biosenzori, bio-imagistica, si
activitate antibacteriana [5]. Grafenoxidul si derivatii sai sunt atractivi pentru aceste aplicatii
datorita proprietdtilor fizico-chimice exceptionale si datoritd structurii plane unice, in ciuda
anumitor provocdri existente precum functionalizarea corectd si investigarea efectelor toxice pe

termen lung [6, 7].

Tn urma studiilor legate de gradul de toxicitate a grafenoxidului, cercetitorii au demonstrat
ca functionalizarea acestuia cu diferiti compusi activi cu proprietati antioxidante, anticancerigene,
antimicrobiene, 1i ofera biocompatibilitate pe termen lung si prezinta citotoxicitate in doze scazute,
astfel, grafenoxidul devenind un candidat promitator pentru diferite aplicatii biologice si medicale
[8, 9].

Deoarece efectele secundare ale substantelor sintetice asupra organismului sunt bine
cunoscute, Tn ultimul timp s-a pus accent pe utilizarea substantelor naturale si dezvoltarea de
nanomateriale incarcate cu extracte naturale [10]. Este nevoie urgent pentru terapia in cancer de
eliberare controlata tintd, iar sinteza in conditii ecologice este importantd pentru utilizarea
biomedicala a sistemelor de eliberare controlata in organismal uman [11]. Efectele antimicrobiene,

anticancerigene, antifungice ale compusilor naturali extrasi din diferite plante impotriva diferitelor



microorganisme, au fost demonstrate de-a lungul timpului de cercetatori, lucru care ne incurajeaza

sa examinam in continuare activitatile biologice ale substantelor bioactive pentru utilizarea lor in

medicina [12-16].

3,4,5-trihidroxibenzoic cunoscut si sub numele de acid galic [17], este un compus
polihidroxifenolic, ce se gaseste intr-o diversitate mare de fructe, plante si legume avand o mare
varietate de aplicatii biologice precum antibacteriane, antimutagenice, antivirale si antitumorale
[1]. Este un bine-cunoscut antioxidant, raportat anterior ca avand activitate anti-inflamatorie [12,
18].

3-(3,4-dihidroxifenil)-2-propenoic (acid cafeic), se gaseste deasemenea in multe fructe,
legume, bauturi (vin, cafea) si uleiuri vegetale. Acidul cafeic are o mare activitate antibacteriana
si antivirald. Este unul dintre componentii majori ai acidului hidroxicinamic ce se gaseste in vin,
avand proprietati antioxidante, controland nivelul de lipide din sange si este antimutagenic [19].
Pe baza rapoartelor de cercetare aferente, acidul cafeic are o varietate de efecte farmacologice,
incluzand anti-mutageneza, anticancer, antibacterian, protectie cardiovasculard, anti-leucemic si

imunomodulator [20].

4-izopropenil-1-metilciclohexan (D-limonen), o terpena naturald cu miros asemanator
lamaiei, este un constituent major ce se gaseste in citrice, cirese, ulei de masline si diferite plante
aromatice. Este larg utilizat in cosmeticd, industria alimentara dar si in industria farmaceutica si in
medicina. Are proprietati antioxidante, antimicrobiene, antitumorale, precum si antidiabetice [21-
23]. Studiile au demonstrat ca limonenul a avut efect de inhibare a dezvoltarii diferitelor specii de
Leishmania. Cercetatorii de asemenea au raportat ca tratamentul cu limonen reduce rata de infectie
a macrofagelor infectate cu Leishmania amazonensis cu 78% [24]. Uleiurile esentiale au fost
utilizate traditional pentru infectii respiratorii si sunt utilizate in prezent ca medicamente pentru
diverse afectiuni precum boli cardiovasculare, diabet, Alzheimer si cancer. Este bine cunoscut
faptul ca uleiurile esentiale prezinta activitate antimicrobiana [25]. Efectul antimicrobian si
componentii chimici ai uleiurilor esentiale au fost recunoscute de cativa cercetatori in trecut. Mai
mult, studiile au demonstrat efectul sinergetic al ingredientelor din uleiurile esentiale impotriva

diferitilor agenti patogeni umani [26, 27].
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Grafenoxidul a fost sintetizat din pudra de grafit, urmarind metoda Hummer modificata. S-
a realizat o solutie de H2SO4 concentrat (60 mL), K2S20sg (10 g) si P20s (10 g) ce a fost incélzita
si mentinuta la 80°C, peste care S-au adaugat 20 g de grafit sub agitare. Solutia astfel obtinuta a
fost lasatd sa se raceasca la temperatura camerei dupa care a fost diluatd cu o cantitate mare de
apa, filtrata si spalatd pana cand filtratul a ajuns la pH neutru. Produsul obtinut a fost uscat timp
de 24h la 80°C. Intr-un pahar Berzelius aflat in baie de gheatd (t<5°C) s-au adaugat 460 mL de
H2>SO4 concentrat si 20 g de grafit preoxidat sub agitare. 60 g de KMnOg au fost apoi adaugate
incet in solutie si mixate pana cand solutia a devenit de culoare verde inchis. Paharul apoi a fost
mutat pe o plitd cu agitare magnetica la temperatura de 35°C unde a fost tinut sub agitare timp de
2 ore. Peste amestec s-au adaugat 920 ml apa distilata si S-a lasat sub agitare timp de 15 minute,
dupa care s-au adaugat 2,8 L de apa distilata si 50 ml H2O2 de concentratie 30% pentru oprirea
reactiei. Amestecul obtinut a fost decantat, filtrat la vid, si spalat cu HCI 5% si H20 distilata pana

la obtinerea unui pH-neutru. Pulberea obtinuta a fost uscata in aer la temperatura de 60°C timp de
24 h,

Pentru obtinerea suportului grafenoxid incarcat cu acid galic (GOGA) s-a preparat o solutie
de acid galic de 1% si s-a lucrat la balon cotat de 50 ml. S-au cantarit 0,1 g grafenoxid intr-un
balon cotat de 10 ml si s-a adus la semn cu solutia de acid galic 1%. S-au realizat astfel 3 probe.
Solutiile obtinute au fost agitate timp de 16 ore dupa care au fost colectate prin filtrare la vid si

uscate in etuva la 40°C timp de 24 ore.

Acelasi mod de lucru s-a utilizat si pentru obtinerea celorlalte materiale: grafenoxid
incarcat cu acid galic, limonen, ulei esential de pin si nucsoard, preparandu-se solutii de 1% de
acid galic, limonen, ulei esential de pin si respectiv nuscsoara. S-au cantarit cate 0,1 g grafenoxid

(x 3 probe din fiecare solutie) si s-au adus la semn cu solutiile preparate la balon cotat de 10 ml.

Pentru a studia eliberarea controlata a substantelor active incarcate in grafenoxid, o solutie
tampon cu un pH de 7,4 a fost preparati. Diferite studii arati ci anioni precum HPO4? si HoPO4”
au efect in ceea ce priveste eliberarea controlata [28, 29]. Viteza de eliberare controlatd a fost
monitorizatd/masurata prin adaugarea de 65 mg de compus in 25 ml solutie tampon fosfat
(pH=7.4), din care s-au luat probe la 1, 4, 24, 48 si 123h, urmand sa se analizeze Tn continuare

probele pani la eliberarea maxima ce poate avea loc. In tot acest timp, solutiile au fost tinute la



etuva la 37°C. Tnainte de a fi analizate prin HPLC, probele au fost centrifugate timp de 10 minute
la 8000 rpm.

Rezultate si discutii

In acest raport sunt prezentate analizele celor cinci probe obtinute prin incdrcarea

grafenoxidului cu substantele de interes.
Spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR)

Grafenoxidul obtinut este solubil in apa, de culoare neagra si dispersabil. Asa cum se poate
vedea in figura 1(a), semnalul de la 1721 cm este atribuit vibratiei de intindere a legaturilor C=0
prezente in grupirile carbonil si carboxil. Prezenta semnalului de la 1600 cm™, se datoreazi
vibratiei de intindere C=C si semnalele din zona 1224 cm™ si 1029 cm™ se datoreazi legiturilor
COC (epoxi) respective COH (alcoxi). Semnalul de la 3122 cm™, corespunde vibratiei de intindere

a gruparii hidroxil asociata [3, 9].

Figura 1(b) indicd benzile caracteristice ale acidului galic pur, semnalul de la 1664 cm™
indica prezenta grupdrii fenolice, iar semnalul de la 1608 cm™ corespunde vibratiei de intindere a
dublelor legaturi C=C din inelul aromatic. Vibratia de intindere a gruparilor carboxilice apare la
1217 cm™?, iar la 1021 cm™ se giseste vibratia de intindere la legaturilor C-O din gruparile
carboxilice. Peak-ul de la 734 cm™ corespunde vibratiilor § CC ale inelului benzenic. Semnalul de

la 3269 cm™ corespunde vibratiei de intindere a legiturii hidroxil asociati.

Dupa incarcarea nanotransportorului (grafenoxid) cu acid galic, se observa ca benzile
caracteristice grafenoxidului de la 1715 cm™, respectiv 1580 cm™, din figura 1(c) cu intensitate
scizutd, riman. Semnalul ce se giseste in jurul valorii 3154 cm™, corespunde legiturii —OH din
gruparea carboxil sau fenol. Prin scaderea dintre spectrul specific grafenoxidului incarcat cu acid
galic si cel al grafenoxidului pur se poate observa o deplasare si o largire vizibild a benzii din jurul
valorii 1850 cm™ dar si o crestere a intensititii relative a peak-ului, ceea ce demonstreazi interactia
acidului galic cu suportul grafenoxidic. Acelasi lucru se poate observa si in cazul peak-ului de la
1030 cm™. Spectrul infrarosu al suportului grafenoxid incircat cu acid galic (GOGA) arati
semnalele carateristice atat ale grafenoxidului cat si ale acidului galic, ceea ce sugereaza faptul ca

interactia suport-acid galic este o interactie puternica [1, 30].
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Figura 1. Spectrele FTIR caracteristice: a) grafenoxid (GO), b) acid galic (GA) si ¢)
grafenoxid Incarcat cu acid galic (GOGA)

In figura 2(b), vibratia de intindere a gruparilor —CH apare la lungimea de unda de 2979
cm™. Banda cu intensitate foarte puternici de la 1600 cm™ este atribuitd vibratiei de intindere a
legiturilor —CO prezente in grupdrile carboxyl si benda de intensitate de la 1448 cm™ corespunde
vibratiei de intindere CC din inelul aromatic. Semnalele de la 1214 cm™ si 1071 cm™ corespund
vibratiei de intindere al legaturii C-OH din inelul aromatic. Semnalele cuprinse Tntre 3200 cm™ si
3500 cm™ corespund vibratiei grupdrilor hidroxil asociate [31]. Cele doud spectre ale GO-lui si
GOCA sunt asemanatoare, in cel din urma regasindu-se semnale caracteristice cu cele ale acidului

cafeic. Ca si in figura 1, diferentele se vid in aceleasi zone ale spectrului, 1580 cm™ si 1041 cm™.
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Figura 2. Spectrele FTIR caracteristice: a) grafenoxid (GO), b) acid cafeic (CA) si ¢)

grafenoxid Incarcat cu acid cafeic (GOCA)

Spectrul din figura 3(b) prezintd benzile caracteristice la 1647-1677 cm™ ce corespund
vibratiei de intindere a dublelor legaturi C=C din inelul aromatic respectiv din gruparea vinilica.
Semnalele cuprinse intre 3010 cm™ si 3081 cm™ corespund vibratiei de intindere a legaturilor C-
H. Semnalele de absorbtie sub 3000 cm™ sunt in general asociate cu grupdrile nesaturate. Cele
doud semnale de la 1377 cm™ si 1437 cm™ sunt atribuite legiturilor CHs/CHa, in timp ce semnalul
intens de la 885 cm™ poate corespunde vibratiei de intindere a gruparii ~-CH=CH,. Tn figura 3(c)
se pot observa semnale caracteristice limonenului prin deplasarea si largirea benzii de la 1583 cm’
!, De asemenea se poate observa o diferenti de intensitate relativd intre cele doud peak-uri de la
1583 cm-1 si 1721 cm-1 din figura 1(c) si peak-urile din spectrul grafenoxidului din aceiasi zona

[32].

1041,70
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Figura 3. Spectrele FTIR caracteristice: a) grafenoxid (GO), b) limonen si ¢) grafenoxid

incarcat cu limonene

In uleiul esential de nuscsoard principalii compusi chimici sunt sabinen, o-pinen si
miristicin [33]. Figura 4(b) aratd semnale asemanatoare cu cele identificate de alti cercetatori, cum
ar fi cele de la 941 cm™ (corespunzitor vibratiei de intindere -CH) si cel de la 1197 cm™
(corespunzitor vibratiei -CO). Vibratia de intindere a gruparilor CHs/CH; apare la 1433 cm™ De
asemenea, semnalul de la 3511 cm™ corespunde grupdrii hidroxil asociata, iar cel de la 2919 cm™
este atribuit vibratiei de Intindere a legaturilor -CH. Dupa cum se poate observa in figura 3(c), in
material se regasesc semnale caracteristice uleiului esential de nucsoard ceea ce demonstreaza

incarcarea anumitor compusi pe grafenoxid [34, 35].
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Figura 4. Spectrele FTIR caracteristice: a) grafenoxid (GO), b) ulei esential de nucsoara
si ¢) grafenoxid incarcat cu ulei esential de nucgoara
Dupa cum se poate observa, ultimele doua spectre FTIR sunt asemandtoare din punct de
vedere al Incdrcarii substantei active pe nanotransportorul grafenoxid, rezultind formarea cu
succes a complexului [36].
U.EUi
I - .
0,25 - 2 ;
| 5 =
U.ZU—_ C
[ &
1 ©
0,15~ &
. I
S 010+
: I
< 00s- g
| £
b a
0.00-
- ~ @ r
0,06+ = © o
1 g’ 5 8
| o o
0,10 -
ra
4[][‘]0 l l l ‘ 3560 ‘ l l l 30‘0[] ‘ l l l 25‘00 ‘ l ‘ l 20‘00 ‘ l ‘ l 15‘00 ‘ l ‘ l 10‘00 Eﬂh

Wavenumbers (cm-1)




Figura 5. Spectrele FTIR corespunzatoare: a) grafenoxid (GO), b) ulei esential de pin

cembra si ¢) grafenoxid Incdrcat cu ulei esential de pin cembra

Incarcarea si gradul de eliberare al compusilor activi

Curba de calibrare pentru substanta de interes (acid galic) a fost obtinuta la o lungime de

unda de 280 nm utilizand o serie de solutii standard de concentratii cunoscute cuprinse intre 0,02

si 3 mg/ml. Asa cum se poate observa in figura 6, curba de calibrare este liniara avand coeficientul

de corelatie mai mare de 0995 [18, 37]. Profilul de eliberare al acidului galic din complexul GOGA

in solutie tampon fosfat la pH 7.4 este aratat de asemenea in figura 6. Din figura se poate observa

ca viteza de eliberare in solutia tampon este lenta ceea ce se datoreaza procesului de schimb anionic

ce are loc intre anionii acidului galic si anionii din solutia tampon [1, 38].

Figura 6. Curbele de calibrare si eliberare ale acidului galic
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Aceste rezultate prezinta potential pentru suportul grafenoxidic incarcat cu acid galic
(GOGA) pentru a fi utilizat ca sistem cu eliberare a substantei de interes, avand proprietatea de
eliberare controlati si sustinuta. Tn urma rezultatelor finale putem determina procentul de eliberare
al acidului galic Tn nanotransportor. Urmeaza sa analizam si restul compusilor pentru a putea

determina biocompatibilitatea si utilizarea acestor materiale in aplicatii medicale.

Concluzii si perspective

Aplicatiile grafenoxidului in domeniul biomedicinei au fost demonstrate pe baza
lucrarilor raportate in ultimii ani. In acest raport am prezentat sinteza unor sisteme de eliberare
controlatd bazate pe grafenoxid ca suport de incarcare cu diferite substante active. Prin analizele
efectuate dorim sda demonstram biocompatibilitatea si proprietdtile anticancerigene si
antimicrobiene ale complexelor obtinute. Din rezultatele obtinute pana in momentul de fata, s-a
demonstrat incarcarea cu succes a compusilor de interes pe suportul grafenoxidic. De asemenea s-
a observat eliberarea lenta si continud a acidului galic, ceea ce duce la cresterea viabilitatii
substantei ducand la o eficientd terapeuticd mai bund, scazind astfel frecventa de dozare a

medicamentului.

Vom investiga in continuare compusii pentru a determina capacitatea de adsorbtie si
eliberare de substante biologic active prin analize specifice, astfel Tncat sa prezinte proprietati
benefice organismului. Studii viitoatre in vitro si in vivo sunt necesare pentru demonstrarea acestor

proprietati.
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