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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 separd 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 cantitdtii 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 urmdrit, 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 Il) cinetica de ordin 0 cu viteza de eliberare constanta, (Tip 111)

eliberare de ordin 0 cu intdrziere semnificativa, (Tip 1V) eliberare pulsatila cu intdrziere, (Tip V)

eliberare multipla cu intdrziere constanta intre eliberari [3].

2. Nanotransportori pentru sistemele cu eliberare controlata

g eyt

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
activa, 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 variaza 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 (prezentate pe scurt in
tabelul 1) au fost utilizate de-a lungul timpului pentru obtinerea unor particule cu compozitie
omogena si o distributie ingustd a dimensiunii medie de particuld. Desi existd 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 (FesO4), sunt sintetizati,
de reguld, prin aceastd metoda, ce consta in obtinerea unui amesteC Stoechiometric de saruri
feroase si ferice in mediu apos, raportul molar Fe?":Fe®" fiind 1:2.

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

temperaturi ridicate [13].



Tabel 1. Metode uzuale de obtinere a nanoparticulelor magnetice

Categoria | Metoda de obtinere | Avantaje Dezavantaje

Posibilitatea de a

Litografie cu modifica cu usurinta
electroni sablonul, utilizand Control redus asupra
Fizice programul CAD dimensiunii la scala
Se pot obtine nanometrica

Depunere in faza de ) o
nanostructuri 1D de oxizi

vapori
de Fe
Metoda simpla, cu un Dificil de controlat
Co-precipitare cost redus, conditii dimensiunea si de a evita
blande de reactie oxidarea
Se pot obtine particule cu
dimensiuni cuprinse intr- | Temperatura inaltd; sunt
Chimice, | Hidrotermala un interval ngust; forma | necesari compusi organici,
in solutie si gradul de cristalinitate | toxici

se pot regla usor

Proprietati magnetice,

' dimensiune si grad de Sunt necesare temperaturi
Depunere termica S ) o
cristalinitate usor de si presiuni ridicate
controlat

Reproductibilitate inalta,
_ Procesul dureaza de la
) ) ) ) necesita resurse reduse
Biologice | Procese microbiene ' cateva zile pana la 3
de energie (temperatura '
saptamani
scazutd)

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 [[14][14][14][13].

Conform termodinamicii acestei reactii, o precipitare completd a magnetitei are loc la

valori ale pH-ului cuprinse intre 9 si 14, cu un raport stoichiometric precis de 2:1 (Fe®":Fe?").



Cu toate acestea, magnetita nu prezinta o foarte bund 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 magnetitd monodisperse, aceste doua 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 n ceea ce priveste proprietdtile lor magnetice. Aceste diferente sunt atribuite
modificarilor structurale, credrii 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, reprezinta 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 totald libera a suprafetei, reprezinta o

dificultate critica si dificil de combatut [15]-[16].



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. Datorita 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 [17].

Curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5 diona, figura 4) este un
fenol hidrofob care are o varietate larga de aplicatii ca agent terapeutic (potential
antiinflamator, anti-cancerigen si neuroprotector), bucurdndu-se de un real interes datorita

structurii conjugate unice care ii permite sa actioneze ca un antioxidant [18].
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Se prezintd sub forma de pulbere galbena, cu o masa moleculard de 368 g/mol si un
punct de fierbere de 183°C. In stare naturala se regiseste sub forma a 2 tautomeri. Nucleele
aromatice sunt functionalizate cu grupari metoxy si hidroxi in pozitia orto una fata de cealalta.
Cele 2 nuclee aromatice sunt conectate printr-o catena alifatica nesaturata ce contine 7 atomi

de C, cu 2 grupari carbonil [19].

HO OH

H5CO | OCHx

Figura 4. Formula chimica structuralda 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].

OH

HaC, Q O

?
Zh

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].
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5. Materiale si metode

5.1 Sinteza Fe3O4

Utilizand metoda co-precipitarii, descrisa in cele ce urmeaza (figura 6), a fost realizata
sinteza nanoparticulelor de magnetita:

In vederea obtinerii a 3 g magnetita se cantiresc 3,6 g FeSO4*7H20 si 4,2 g FeCls care
se solubilizeaza in 600 mL apa ultrapurd, sub agitare magnetica continua. O alta solutie bazica
este obtinutd prin solubilizarea a 4.5 g NaOH in 300 mL apa ultrapura, asigurand astfel un pH
adecvat procesului de coprecipitare. Prima solutie, ce contine ioni de fier se adauga peste
solutia bazica, in picatura, cu debit constant, cu ajutorul unei pompe peristaltice.

La finalul picurarii, cu ajutorul unui magnet, se efectueaza decantarea accelerata a
nanoparticulelor de magnetita prin plasarea paharului care contine suspensia deasupra
magnetului. Dupa decantare, mentindnd magnetul sub pahar, 1n aceeasi pozitie relativa fata de
acesta, faza lichida este Indepartata.

Precipitatul este spdlat cu apa ultrapurd in vederea indepartarii produsilor de reactie
secundari $i materiilor prime nereactionate, pand la obtinerea unui pH neutru. Dupa spalare,

nanoparticulele sunt uscate in etuva cu vid, la temperatura de 60°C pentru 24 h.

&+

FeSO, 7TH,O Dizolvare in apa distilata

\

—

N? - L o

Sub continui agitare magnetici.
se amesteca continutul celor dona
solufii precursoare de ioni de Fe

4y

7

R
] — m-

__/’7 ) = \\ =
5; g / “';;-,ﬁ n
s —

g e

’

Solutie bazica (NaOH) in exces Suspensie de nanoparticule de Fe O« Decantare accelerati i spélare a Fe.Os

\

Figura 6. Schema de obtinere a nanoparticulelor de magnetita (Fe3Oa)
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5.2 Sinteza Fe3Os@acid glutamic

Sinteza nanoparticulelor de magnetita acoperitd cu acid glutamic (figura 7) a fost
realizata prin metoda co-precipitarii modificate (figura 8) astfel:

Pentru obtineria a 3 g magnetitd acoperitd cu acid glutamic se cintdresc 3,6 g
FeSO4*7H20 si 4,2 g FeCls care se solubilizeaza in 600 mL apa ultrapurd, sub agitare
magnetica continud. O alta solutie bazica este obtinuta prin solubilizarea a 4.5 g NaOH 1n 300
mL apa ultrapura, asigurand astfel un pH adecvat procesului de coprecipitare.

In solutia bazica astfel obtinuta se dozeaza acidul glutamic in raport molar 1:2 fata de
magnetita. Prima solutie, ce contine ioni de fier se adauga peste solutia bazica, in picaturd, cu
debit constant, cu ajutorul unei pompe peristaltice.

La finalul picurdrii, cu ajutorul unui magnet, se efectueaza decantarea acceleratd a
nanoparticulelor de magnetita prin plasarea paharului care contine suspensia deasupra
magnetului.

Dupa decantare, mentinand magnetul sub pahar, in aceeasi pozitie relativa fatd de
acesta, faza lichida este indepartata.

Precipitatul este spdlat cu apa ultrapurd in vederea indepartarii produsilor de reactie
secundari si materiilor prime nereactionate, pand la obtinerea unui pH neutru. Dupa spalare,

nanoparticulele sunt uscate in etuva cu vid, la temperatura de 60°C pentru 24 h.

O O

HO OH
NH-

Figura 7. Formula structurala a acidului glutamic
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Figura 8. Schema de obtinere a nanoparticulelor de magnetita (Fe3Os@AG)

5.3 Obtinerea sistemului complex Fe3Os@acid glutamic+Curcumina

Pentru Tncapsularea Curcuminei n sistemul anterior obtinut, de tipul FesOs@acid
glutamic, au fost mai intai dispersate 100 mg FesO4s@AG in 20 ml apa deionizata, folosind o
baie de ultrasonare, timp de 20 min. Peste aceasta s-a adaugat un amestec format din 1mg
Curcumina si 10 ml etanol (solubilitatea curcuminei in etanol este de 10mg/ml).

Dispersia obtinutd a fost supusd agitarii magnetice la temperatura camerei, pana la
volatilizarea completa a etanolului. Particulele magnetice impregnate cu curcumina au fost
separate de curcumina libera prin acelasi procedeu de decantare magnetica accelerata si spalate
de 3 ori cu apa deionizata.

Dupa spalare, nanoparticulele sunt uscate in etuva cu vid, la temperatura de 30°C pentru

24 h.
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6. Tehnici specifice de caracterizare

6.1 Difractia de raze X (XRD)

Analiza XRD a fost realizata in scopul caracterizarii materialelor sintetizate din punctul
de vedere al cristalinitdfii acestora, precum si al fazelor componente, pentru anticiparea
ulterioara a proprietatilor aferente in cazul utilizarii lor ca sisteme cu eliberare controlata in
terapia cancerului.

Analiza de difractie de raze X a fost efectuata utilizdnd un echipament PANalytrical
Empyrean in geometrie Bragg-Brentano echipat cu un tub de raze X cu anod de Cu
(ACuKo=1.541874 A) cu focalizare in linie, fantd divergentd programabild pe partea incidenta
si fantd anti-imprastiere programabild montat pe detector PIXcel3D pe partea difractata.
Spectrul a fost achizitionat pe domeniul de unghiuri 20-80° 26, cu pas de achizitie de 0.02° si

timp de achizitie pe pas de 100s.

6.2 Microscopia electronica de baleiaj (SEM)

Microscopia electronica de baleiaj s-a realizat cu in vederea evidentierii aspectelor
referitoare la morfologia probelor sintetizate, respectiv a dimensiunii particulelor, a gradului
de cristalinitate existent. Achizitia de imagini a fost realizatd cu ajutorul microscopului

electronic de baleiaj de inalta rezolutie, Inspect F50, la 30KeV si diverse magnificatii.

6.3 Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR)

Investigarea prin metoda FT-IR a pulberilor sintetizate a presupus analizarea unor
cantitdti reduse de proba prin intermediul spectrometrului model Nicolet iSS0R. Masuréatorile
au fost efectuate la temperatura camerei, utilizandu-se modulul de atenuare totala a reflexiei
(ATR), fiind efectuate 32 de scaniri ale probelor intre 4000 si 440 cm™1, la o rezolutie de 4
ecm™'. Inregistrarea spectrald a datelor a fost posibild prin conectarea spectrometrului la o
unitate de preluare si prelucrare a datelor, prin intermediul programului de lucru Omnic.

Valorile energetice reduse ce sunt caracteristice radiatiilor infrarosii determind, in urma
interactiel cu un compus, absorbtia radiatiei electromagnetice de cdtre moleculele substantei
iradiate si aparitia unor vibratii specifice gruparilor functionale din moleculele compusului
chimic. Legaturile chimice dintr-o molecula, rezultate in urma absorbtiei radiatiei infrarosii,
pot prezenta diverse tipuri de vibratii precum vibratii de alungire (in care se inregistreaza o
variatie a distantei interatomice) sau vibratii de deformare (in care unghiul de valentd dintre

legaturile covalente ce au Tn comun un atom sufera modificari in plan sau in afara acestuia).
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Gruparile functionale ale moleculelor prezintd capacitatea de a absorbi radiatia
electromagnetica in infrarosu doar la anumite valori ale lungimii de unda, ceea ce permite
inregistrarea de catre interferometru a unor maxime de absorbtie 1n infrarosu caracteristice.
Maximele de absorbtie rezultate sunt ulterior analizate.

Potentialul citotoxic al nanosistemelor complexe sintetizate a fost investigat la nivelul
celulelor stem mezenchimale izolate din fluidul amniotic (AFSC). Tn cadrul testelor biologice
au fost urmarite influentele celor 3 probe (Fe3Os, Fes04@AG, FesOs@AG+Curcumina) asupra
proliferarii celulare, stresului oxidativ, morfologiei celulare si a citoscheletului (modificari ale
filamentelor de tubulind) si a expresiei unor markeri specifici celulelor stem, implicati si In
diferentierea acestora.

6.4 Magnetometrie cu proba vibranta (VSM)

Proprietatile magnetice ale nanosistemelor complexe au fost investigate la temperatura
camerei, inregistrind functia de susceptibilitate magneticdi a campului magnetic prin

intermediul magnetometrului cu proba vibrantd, model LakeShore 7404.

6.5 Microscopia electronica prin transmisie (TEM)

Imaginile obtinute prin TEM corespunzatoare probelor de magnetitd si magnetita
acoperitd cu acid glutamic au fost obtinute cu ajutorul unui microscop electronic prin transmisie
de inalta rezolutie model TecnaiTM G2 F30 S-TWIN echipat cu SAED, achizitionat de la
compania FEI. Microscopul functioneaza in modul de transmisie la o tensiune de 300 kV,
rezolutia punctuala si cea de linie garantate avand valorile de 2 A, respectiv 1 A.

Analiza particularitatilor retelelor cristaline poate fi efectuata prin intermediul difractiei
de electroni pe arie selectatd (SAED), in interiorul unui microscop electronic prin transmisie.
Aceasta tehnica de investigare este similarda — din punct de vedere al principiului metodei — cu
difractia de raze X, cu urmatoarele deosebiri: radiatia incidenta este reprezentata de un fascicul
de electroni, iar analizarea probei este realizata pe zone cu dimensiuni de ordinul nanometrilor.
Difractia specifica a fasciculului de electroni permite investigarea complexa a probei de interes:
constatarea naturii cristaline sau amorfe, identificarea sistemului cristalografic, identificarea

eventualelor defecte structurale, precum si determinarea compozitionala.

6.6 Analiza termica complexa (TG/DSC)
Analiza termica complexa (TG/DSC) a fost realizata cu ajutorul unui Sistem de analiza
termica complexa STA (TG/DSC) - FTIR — GCMS, NETZSCH STA 449 F3 Jupiter, efectuand

o incélzire a probei cu viteza constantd pana la 1000°C.
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Analiza termogravimetricd (TG) este o tehnica analitica ce permite obtinerea de date
privind stabilitatea termica si continutul compusilor volatili, prin monitorizarea variatiei de
masa a probei ce este supusd unui tratament termic. Evaluarea comportamentului termic al
probei ce se doreste a fi analizatd se realizeazd prin transferarea unei cantitati variabile de
energie termica spre proba si monitorizarea proprietatilor de material ce sunt modificate — Tn
cazul de fata, masa probei.

Analiza termica diferentiala (calorimetria diferentiala, DSC) are la bazd compararea
variatiei temperaturii unei probe cu a unui etalon, care nu prezintd transformari de faza in
intervalul de temperaturi analizat. Metoda evidentiaza transformarile de faza in stare solida,
care au un mic efect termic insotitor. Suplimentar, coreland pierderile de masa ale probei cu
intervalele de temperatura in care au fost inregistrate, dar si cu natura exo-/endo-terma a
modificarilor probei, analiza termica complexa (TG/DSC) permite obtinerea de date relevante
privind natura si metoda de obtinere a materialului analizat, precum si identificarea probei din

punct de vedere chimic.

6.7 Evaluarea potentialului citotoxic

Avand 1n vedere cd diversele aplicatiilor medicale ale nanoparticulelor magnetice
necesitd internalizarea acestora intr-0 proportie cat mai mare pentru un diagnostic si un
tratament eficiente, intelegerea potentialelor riscuri asociate cu expunerea la aceste
nanoparticule si efectul acoperirilor de suprafata utilizate pentru functionalizare sunt cruciale.
In numeroase cazuri, aceste tratamente pot fi indepartate adecvat din organism, insi exista
posibilitatea ca prin supraincarcarea celulelor cu nanoparticule magnetice sd se declanseze o
serie de efecte adverse, iar impactul pe termen lung al acestor expuneri acute nu este pe deplin
inteles. De aceea este necesara o investigare si elucidare complete a consecintelor biologice in
urma expunerii la nanoparticulele le magnetita.

Odata puse 1n contact cu sisteme biologice (celule, tesuturi, organe) nanoparticulele
magnetice sunt internalizate la nivelul celulelor printr-o serie de mecanisme: difuzie pasiva,
endocitoza mediatd de receptori, endocitozd mediata de clatrina, internalizare prin caveolae,
s.a. Dupa ce au fost internalizate, nanoparticulele magnetice pot afecta ADN-ul Th mod direct,
sau pot fi degradate in ioni de fier la nivelul lizozomilor. Acesti ioni de fier pot strabate
membrana nucleari sau mitocondriali si, in final, ionii ferosi (Fe?*) pot reactiona cu peroxidul
de hidrogen si oxigenul produs de mitocondrii, pentru a produce radicali hidroxil puternic
reactivi si ioni ferici (Fe®") prin reactia Fenton. Radicalii hidroxil (HO") generati ar putea afecta

indirect ADN-ul, proteinele si lipidele (8-OH-dG=8 hidroxideoxiguanozina,

5
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MDA=malondialdehidda, HNE=4-hidroxi-2-nonenal), pot avea un impact asupra
citoscheletului actinic prin modularea caii de semnalizare a actinei, si totodatd, pot altera
expresia diferitelor gene cum ar fi cele implicate in reglarea ciclului celular, homeostazia
fierului si functionarea pancreatica [23].

Prin urmare, expunerea la nanoparticule magnetice poate conduce la aparitia efectelor
toxice precum eliberarea din membrana a lactat dehidrogenazei (tehnica LDH), afectarea
functiilor mitocondriale (MTT), inflamatie, formarea corpurilor apoptotice/apoptosomice,

condensare cromozomiala, generarea speciilor reactive de oxigen (ROS) si afectarea ADN-ului

6.7.1 Proliferarea celulard - MTT assay (Vybrant MTT cell Proliferation Assay kit,

Molecular Probe)

Pe baza acestei metode colorimetrice cantitative se permite aprecierea proliferarii,
viabilitatii si citotoxicitatii celulare. Metoda se bazeaza pe reducerea sarii de tetrazoliu galbene
MTT (bromura de 3-(4,5dimetiltiazoliu)-2,5-difeniltetrazoliu) la formazan de culoare albastru-
inchis. Reducerea realizata de enzimele mitocondriale (in special succinat dehidrogenaza) este
un indiciu al integritatii celulare/mitocondriale. Formazanul, insolubil in apa, poate fi
solubilizat cu izopropanol, dimetilsulfoxid sau alt solvent organic. Densitatea optica (DO) a
formazanului solubilizat este evaluata spectrofotometric, obtindndu-se o functie absorbanta-
concentratie colorant-numar de celule active metabolic din cultura.

Celulele se cultiva in placute cu 96 de godeuri, avand o densitate de insdmantare de
3000 celule /godeu in diferite conditii experimentale. Ulterior s-au adaugat 10 pul (12 mM)
MTT, iar celulele MSC au fost incubate la temperatura de 37°C timp de 4 ore. Se adauga
ulterior 100 pl solutie SDS-HCI, si se pipeteaza energic pentru solubilizarea cristalelor de
formazan. Se incubeaza o ord, apoi se pipeteaza pentru omogenizare si se elimind bulele pentru
a nu interfera cu citirea. Se citeste la spectrofotometru, model TECAN (Maénnedorf,

Switzerland) la 570 nm.
6.7.2 Evaluarea stresului oxidativ (GSH-Glo™ Glutathione Assay, Promega)

Celulele AFSC (celule stem mezenchimale izolate din lichid amniotic) se insdmanteaza
la 0 densitate de 3000 celule in 300 pl mediu de cultura DMEM, suplimentat cu 10% ser fetal
bovin si 1 % antibiotice (penicilina, streptomicina/neomicina) in placute cu 96 godeuri. La 24
de ore de la insamantare, celulele se trateaza cu biomateriale. Stresul oxidativ a fost evaluat
utilizand kitul GSH-Glo™ Glutathione Assay kit. Acest kit dozeaza cantitatea de glutation, un
agent antioxidant. Glutationul produs de celule este transformat de glutation S-transferaza in
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glutation oxidat, cantitatea de glutation transformat fiind direct proportionala cu cantitatea de
enzima glutation S-transferaza care transforma glutationul legat cu un precursor de luciferina,
in glutation oxidat legat cu luciferina care emite lumina. Cu cat lumina este mai intensa, cu atat
s-a transformat mai mult glutation, deci s-a sintetizat mai mult glutation, celula fiind mai putin
stresata de prezenta nanosistemelor complexe (activitate biochimica neafectatd). Dacd lumina
este mai putin intensa, producerea glutationului a fost inhibata, prin urmare, stresul oxidativ a
fost accentuat.

Protocolul de lucru a constat in adaugarea a 100 uL 1X GSH-Glo™ Reagent si
incubarea la temperatura de 37°C, timp de 30 de minute. Apoi s-au adaugat 100ul Luciferin
Detection Reagent si s-a incubat la 37°C pentru inca 15 minute. La finalul celor 15 minute se

omogenizeaza bine mediul din godeurile cu celule, si apoi placuta se citeste la luminometru.
6.7.3 Evidengierea morfologiei citoscheletului (filamentelor de tubulina)

Organizarea celulard in prezenta nanosistemelor complexe sintetizate a fost evaluata

prin examinarea filamentelor de tubulina prin imunocitochimie. Metoda presupune urmatoarele

etape:
» Celulele AFSC au fost spalate de doua ori cu PBS (tampon fosfat salin);
» Fixarea celulelor timp de 20 de minute cu 4% paraformaldehida in PBS;
» Spalarea de doua ori cu PBS;
» Permeabilizarea celulelor cu Triton X-100 0,3% in PBS timp de 2 x15 min;
» Blocarea situsurilor nespecifice cu 4% ser in PBS timp de o ora;
» Incubarea AFSC cu anticorpi primari: tubulind (Ac monoclonal de soarece 1: 4000)
peste noapte;
» S-au realizat trei spalari de 2-3 minute;
» Adaugarea anticorpului secundar (AlexaFluor 488 anti-soarece Invitrogen, 1: 1000)

timp de o ora la temperatura camerei;
» Urmeaza etapele de spalare (trei spalari a cate 2-3 minute fiecare) cu PBS si de doua
ori a cate un minut cu apa purificata;

» Preparatele au fost evaluate cu ajutorul unui microscop cu fluorescenta inversat.
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7. Rezultate si discutii

7.1 Caracterizarea pulberii de Fe3O4

Spectrul de difractie de raze X inregistrat pentru proba de magnetita este reprezentat in
Figura 9. Rezultatele obtinute au fost interpretate pe baza fisei ASTM (en. American Society
for Testing and Materials) PDF4+ [04-013-9808].

250 - —— Fe, 0, PDF4+[04-013-9808]

| (u.a.)

20 (grd.)

Figura 9. Difractrograma de raze X pentru pulberea de Fe3Os, cu evidentierea planelor de
cristalizare

Prin urmare spectrul indicd un material cu un grad scazut de cristalinitate, iar in
intervalul 26 (10-80°) investigat se remarca prezenta a 6 interferente de difractie specifice, la
valori estimate ale unghiului 20 de 30, 35, 43, 54, 57 si 62°. Conform datelor tabelare
disponibile in fisele ASTM, maximele de difractie identificate In cazul nanoparticulelor
sintetizate experimental corespund planelor de difractie (22 0),(311),(400),(422),(511),
respectiv (4 4 0) ale magnetitei, cristalizata in sistem cubic.

Din imaginile de microscopie electronica de baleiaj prezentate in figura 10 reiese o
morfologie cvasi-sferica, cu particule foarte fine, cu diametrul cuprins intre 4-7 nm, dispuse

preponderent Tn aglomerate. Nanomaterialele sintetizate prezinta caracteristici greu
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observabile in SEM. Din acest motiv, au fost necesare investigatii amanuntite de microscopie

electronica prin transmisie.

B
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Figura 10. Micrografii SEM pentru pulberea de Fe3O4
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Figura 11. Spectrul FT-IR pentru pulberea de Fe3O4
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Spectrul FT-IR pentru proba de FesOa este prezentat in figura 11. Banda de absorbtie

puternici situati la aproximativ 547 cm™ corespunde legiturii Fe-O din magnetita.
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Figura 12. Variatia magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat pentru
nanoparticulele de FesO4 la temperatura de 25°C
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In figura 12 este prezentata variatia magnetizarii in functie de cAmpul magnetic aplicat
pentru nanoparticulele de FesO4 la temperatura de 25°C. Se observa ca in intervalul -2000 si
2000 Oe a valorii campului magnetic aplicat, magnetizatia prezintd o crestere semnificativa,
atingand valoarea de saturatie la aproximativ 5000 Oe, acest comportament fiind caracteristic
magnetitei. Daca in cazul magnetitei bulk magnetizatia de saturatie este de aproximativ 95
emu/g, in domeniul biomedical, o0 magnetizatie de saturatie de 10 emu/g este suficientd pentru
ca nanoparticulele magnetice sd poatd fi utilizate ca sisteme cu eliberare controlata.
Nanoparticulele de magnetita sintetizate In cadrul acestui studiu prezintd o magnetizatie de
saturatie de 58 emu/g, datoritd direct proportionalitdtii cu valoarea diametrului de
nanoparticula. Prin urmare, nanoparticulele magnetice sintetizate dispun de proprietatile

magnetice necesare pentru a fi utilizate ca sisteme complexe in eliberare controlata.

20
Dimensiune medie = 4.35 nm
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Figura 13. Imagine TEM in camp luminos, difractie de electroni pe arie selectata si

distributie dupa dimensiune obtinute pe proba de Fe304
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In Figura 13 sunt prezentate multiplele informatii furnizate de citre microscopia
electronica prin transmisie. Astfel, din imaginea de microscopie electronica prin transmisie in
camp luminos obtinuta pentru proba de magnetita se poate observa faptul cd proba este formata
din aglomerate de nanoparticule, cu o morfologie preponderent sfericad si poliedrala.
Dimensiune medie de particuld este de 4,35 +/-0,02 nm, avand o distributie monomodala,
conform histogramei prezentate de asemenea in figura 8. Din difractia de electroni pe arie
selectatd (SAED) realizata se pot observa planele de cristalizare caracterizate prin indicii Miller

evidentiati si in XRD, respectiv (22 0),(311),(400),(422),(511),(440) ale magnetitei.
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. Mass Change: -1.55 % . Mass.Changé: -1.85 % 1 exo
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Figura 14. Analiza termica complexd pe pulberea de Fe304 (TG/DSC)

Din analiza termicd complexa prezentata in figura 14 se observa cd in intervalul 30-
150°C are loc prima pierdere de masa (1.55%), insotita de un efect endoterm cu minimul la
98.4°C. Pierderea de masa este cauzata de eliminarea apei din proba si eventual, a unor grupari
-OH de pe suprafata nanoparticulelor.

Tn intervalul 150-500°C pierderea de masi inregistrati este 1.85%, si este insotitd de
mai multe efecte, slabe, suprapuse. Tn principiu se pot degrada resturi de precursori ramase din
sinteza magnetitei. Peak-ul de la 330°C poate fi atribuit transformarii magnetitei in maghemita
(proces de oxidare). Pe curba DSC se observa un efect slab exoterm la 544.4°C. Acesta
reprezintd o transformare de fazd, a maghemitei in hematit. Este o transformare de faza
specifica, intdlnitd la majoritatea probelor cu magnetitd, dar pozitia acestui maxim este
dependentd de multi factori: dimensiunea nanoparticulelor, forma, metoda de sintezd etc. Pe
intervalul 500-900°C se inregistreaza o pierdere de masa de 0.09% (practic masa ramane

constantd. Masa reziduala este 96.51% iar in final proba are culoare negru-gri.
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7.2 Caracterizarea pulberii de FesOs@acid glutamic

Tn Figura 15 sunt prezentate spectrele de difractie de raze X ale probelor de magnetita
si magnetitd@acid glutamic. Dupd cum se poate observa, in ambele spectre se identifica
prezenta maximelor de difractie caracteristice magnetitei, anterior detaliate.

De remarcat este faptul ca intensitatea interferentelor de difractie, in cazul probei ce
contine si compus organic, are valori mai ridicate la unghiuri mici in comparatie cu proba de
magnetitd purd. Acest lucru poate fi pus pe seama prezentei fazei organice cristaline pe
suprafata nanoparticulelor magnetice, cu maxime de difractie la 20 de 30 si 35 (atribuite
acidului glutamic conform PDF4+ [00-019-1757]), rezultatul fiind un efect sinergetic al celor

2 faze evidentiate.

400 _ .
5 — Fe,y0,@acid glutamic

350 —  —Fes0,
] Fe40, PDF4+ [04-013-9808]

300 4 * Acid glutamic PDF4+ [00-019-1757]
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Figura 15. Difractrograma de raze X pentru pulberea de FezOs@acid glutamic

si evidentierea diferentelor fata de Fe3O4
Din punct de vedere morfologic, imaginile de microscopie electronicd de baleiaj
efectuate pe probele de FesOs@acid glutamic (Figura 16) indicd prezenta unor particule cu

forma preponderent sferica, organizate sub forma unor aglomerate. Micrografiile obtinute ofera
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primele indicii asupra caracterului nanodimensionat al materialelor (dimensiuni de particula
mai mici de 10 nm dar preponderent mai mari decét cele de magnetita simpla).

Compusul organic utilizat in procesul de sinteza pare sa fi acoperit individual
particulele oxidice. Determinarile sunt, insd, dificil de realizat, datoritd prezentei acidului
glutamic care altereaza calitatea imaginilor (compus instabil la 30kV). Prin urmare, se
recomanda utilizarea microscopiei electronice prin transmisie ca tehnica de caracterizate a

nanosistemelor complexe, pentru obtinerea unor informatii cu un nivel ridicat de acuratete.

.
-
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Figura 16. Micrografii SEM pentru pulberea de FesOs@acid glutamic

Tn figura 17 sunt prezentate cu intentia studiului comparativ spectrele FT-IR ale FesOs

(anterior detaliat), Acid glutamic si FesOs@Acid glutamic. In spectrul corespunzitor acidului
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glutamic se observa benzile caracteristice, in corelatie cu formula structurala a acidului
glutamic, prezentati in figura 2, astfel: la 3005 cm™ banda specifica vibratiei de intindere a
legaturii O-H, la 2855 cm™ banda specifica vibratiei de intindere a legaturii C-H, la 1690 cm™
banda specifici legituriii C=0 si la 1523 cm™ banda specifici vibratiei de intindere a legiturii
N-H din gruparea amino. Spectrul probei de Fe3Os@Acid glutamic prezinta elemente comune
celor 2 faze componente, regisind astfel in jurul valorii de 550 cm™ banda ce corespunde
legiturii Fe-O din magnetitd, iar in intervalul de 1500-1600 cm™ benzile specifice acidului

glutamic. Absorbanta celor din urma nu inregistreaza insa valori ridicate, posibil din cauza unei

cantitdti prea mici de faza organica de pe suprafata particulelor oxidice.
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Figura 17. Spectrul FT-IR pentru proba de FesOs@Acid glutamic

Tn figura 18 este prezentati variatia magnetizarii in functie de cAimpul magnetic aplicat
pentru nanoparticulele de FesOs@acid glutamic la temperatura de 25°C. Se observa ca in
intervalul -2000 si 2000 Oe a valorii campului magnetic aplicat, magnetizatia prezintd o
crestere semnificativa, atingdnd valoarea de saturatie la aproximativ 5000 Oe, similar

magnetitei pure anterior prezentatd. Nanoparticulele de FesOs@acid glutamic sintetizate n
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cadrul acestui studiu prezintd o magnetizatie de saturatie de 42 emu/g si dispun de proprietatile

magnetice necesare pentru a fi utilizate ca sisteme complexe in eliberare controlata.
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Figura 18. Variatia magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat pentru

nanoparticulele de FesOs@Acid glutamic la temperatura de 25°C
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Figura 19. Imagine TEM in camp luminos, difractie de electroni pe arie selectata si

distributie dupa dimensiune obtinute pe proba de Fe304s@Acid glutamic
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Din analizele de microscopie electronica prin transmisie efectuate pe materialul hibrid
magnetita-acid glutamic reiese faptul ca pulberea prezinta un grad crescut de cristalinitate, iar
la suprafata particulelor se observa un strat necristalin, format dintr-un compus organic, de 1-
2 nm, dispus uniform si echidistant in jurul particulelor oxidice, marcandu-se mai degraba
formarea de nanostructuri de tip miez-invelis (figura 19). Dimensiunea medie de particuld in

acest caz este de 9.34 nm, mai mare decéat in cazul magnetitei simple.
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Figura 20. Analiza termica complexa (TG/DSC) obtinuta pe proba de Fe3Os@Acid glutamic

Din punctul de vedere al comportamentului termic, proba de FesOs@Acid glutamic este
asemanatoare cu cea de magnetitda simpla (figura 20), dar existd cateva deosebiri totusi:
pierderea de masa pare mai lentd in zona 200°C, iar reziduul este roscat. Daca s-a retinut acid
glutamic pe magnetita, fie este foarte putin, fie a inlocuit o parte din apa/-OH adsorbite pe
suprafata magnetitei. Altfel, in intervalul 30-150°C are loc prima pierdere de masa (1.20%),
insotita de un efect endoterm cu minimul la 93.3°C. Pierderea de masd este cauzata de
eliminarea apei din proba si eventual, a unor grupari -OH de pe suprafata nanoparticulelor.

In intervalul 150-500°C pierderea de masa inregistrati este 2.13%, si este insotitd de
mai multe efecte, slabe, suprapuse. In principiu se pot degrada resturi rimase din sinteza
magnetitei, acid glutamic etc. Tot aici are loc si transformarea magnetitei Tn maghemita (proces
de oxidare). Pe curba DSC se observa un efect slab exoterm la 536.7°C. Acesta reprezinta o
transformare de faza, a maghemitei in hematit. Pe intervalul 500-900°C se inregistreaza o

pierdere de masd de 0.29%. Masa reziduald este 96.38%, de culoare maro-roscat.
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7.3 Caracterizarea biologica a materialelor obtinute

Potentialul citotoxic al nanosistemelor complexe sintetizate a fost investigat la nivelul
celulelor stem mezenchimale izolate din fluidul amniotic (AFSC). Tn cadrul testelor biologice
au fost urmarite influentele celor 3 probe (Fe3O4, Fes04@AG, Fe30s@AG+Curcumind) asupra
proliferarii celulare, stresului oxidativ, morfologiei celulare si a citoscheletului (modificari ale

filamentelor de tubulina) iar rezultate sunt prezentate in continuare.
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Figura 21. Evidentierea proliferarii celulelor stem mezenchimale cultivate timp de 24 de ore
in prezenta nanoparticulelor prin metoda MTT

In figura 21 sunt evidentiate grafic valorile absorbantelor, la lungimea de undi de 570
nm, obtinute in urma cuantificarii proliferarii celulare, ca rezultat al clivarii reactivului MTT
(sarii de tetrazoliu) de catre oxidoreductazele mitocondriale. Se observa ca sistemul Incarcat
cu Curcuminad este singurul care afecteaza semnificativ (reduce) activitatea oxidoreductazelor
mitocondriale ale celulelor stem mezenchimale izolate din lichidul amniotic, sugerand, prin
urmare, un efect citotoxic. Explicatia acestui efect poate fi pusa pe seama faptului ca la origine,
Curcumina este o substanta antitumorala. In consecinta, rolul acesteia este acela de a distruge

celulele.
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Comparand celelalte sisteme sintetizate cu proba de control (celule stem mezenchimale

netratate), nu se observa efecte semnificative ale acestora asupra metabolismului si viabilitatii

celulare.
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Figura 22. Evidentierea capacitatii nanosistemelor obtinute de a induce un stres oxidativ la
nivelul celulelor stem mezenchimale izolate din fluidul amniotic prin dozarea cantitatii de
glutation (compus antioxidant)

Tn figura 22 este evidentiat grafic potentialul nanosistemelor complexe de a induce
stresul oxidativ la nivelul celulelor stem mezenchimale izolate din fluidul amniotic. Astfel se
constatd ca proba reprezentata de Fe3Os@AG+Curcumina este singura care induce un stres
oxidativ semnificativ, ca urmare a prezentei agentului antitumoral in nanosistem. Inducerea
unui stres oxidativ, insa in proportie mai micé, se poate observa si in cazul probei FesOs@AG,
aceasta influentand slab aparitia speciilor reactive de oxigen.

Analizand impactul nanosistemelor asupra morfologiei celulelor diploide umane (figura
23), putem observa ca nanoparticulele testate nu altereaza in mod semnificativ arhitectura
acestora si nici forma tipicd, aspect evidentiat prin absenta unor modificari majore in structura
citoscheletului si a filamentelor de tubulina. Citoscheletul prezinta o morfologie tipica AFSC,
celulele ce provin din probele tratate fiind asemanatoare cu cele control, netratate. AFSC

prezintd extensii sugerand ca au un fenotip activ. Acestea sunt posibile datoritd activitatii
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citoscheletului, si reprezinta in principal filamente de actina si microtubuli. Metabolismul
celular este activ, dupa cum reiese din imaginile de microscopie, celulele absorbind colorantul

in citoplasma, ceea ce sugereaza ca sunt viabile.

Fe3O4@AG

Control

Fe304@AG+CURCUMINA

20 pm

Figura 23. Imagini reprezentative ale filamentelor de tubulind in prezenta

materialelor sintetizate

8. Concluzii

Deoarece sistemele pe baza de nanoparticule magnetice, in special cele bazate pe
magnetitd, s-au dovedit In studiile anterioare o alternativa viabild la metodele de tratament
actuale, scopul proiectului a fost de a valorifica aceasta categorie de materiale, in vederea
obtinerii de sisteme cu eliberare controlatd de substante antitumorale, ca raspuns la limitarile

pe care chimioterapia sau radioterapia le prezinta.
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Tn vederea ndeplinirii scopului proiectului, o serie de obiective specifice au fost
indeplinite:

OS1 - Obtinerea de nanostructuri tip FesOs, utilizand metoda co-precipitarii,
pornind de la FeSO4*7H0 ca precursor de Fe?* si FeCls ca aportor de Fe3*. Pulberea obtinuti
s-a dovedit a fi nanostructurata, cu o morfologie cvasi-sferica, particule foarte mici, cu
diametrul cuprins intre 4-7 nm, dispuse preponderent in aglomerate (aspecte demonstrate cu
ajutorul microscopiei electronice de baleiaj).

OS2 - Obtinerea de nanostructuri tip Fe3Os functionalizate cu compusi
multifunctionali — acid glutamic (FesO4s@AG); datorita faptului ca nanoparticulele de FesO4
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 pana la momentul internalizarii celulare. Produsul natural de
catabolism folosit pentru acoperire a fost acidul glutamic, care s-a dovedit a fi depus pe
suprafata nanoparticulelor de magnetita, determinand o scddere a gradului de cristalinitate
identificat atat in urma analizei de difractie de raze X cat si in urma microscopiei electronic
prin transmisie.

OS3 - Obtinerea de FesO4@AG — Curcumina, utilizat ca sistem cu eliberare tintita
n terapia cancerului; In vederea realizarii unor sisteme eficiente pentru tratamentul canceros,
a fost necesara invelirea suplimentara a structurilor tip core-shell cu citostatic.

OS4 — Caracterizarea morfologici si structurald a Fe3Oas si FesO4@AG; in acest
sens, au fost 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 suprafatd, DSC- pentru cuantificarea continutului de substante
organice din sistemele complexe, si VSM — pentru evaluarea proprietatilor magnetice ale
ansamblurilor.

OS5 — Evaluarea biologici a sistemelor obtinute. Date fiind aplicatiile biomedicale,
s-au realizat studii privind proliferarea celulara, stresul oxidativ, morfologia celulare si

citoscheletul in contact cu materialele pulverulente obtinute.

33



[1]

[2]
[3]
[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]
[13]

[14]

9. Referinte bibliografice

A. M. Grumezescu, Nano- and microscale drug delivery systems : design and
fabrication. Elsevier Ltd, 2017.

J. M. Walker, Drug Delivery System Series Editor. 2014.

V. Pascalau and V. Popescu, “SISTEME DE ELIBERARE CONTROLATA A
MEDICAMENTELOR. HIDROGELURI.”

D. Bhowmik, H. Gopinath, B. Pragati Kumar, S. Duraivel, and K. P. Sampath Kumar,
“THE PHARMA INNOVATION Controlled Release Drug Delivery Systems,” vol. 1,
no. 10, 2012.

H. Hillaireau and P. Couvreur, “Nanocarriers? entry into the cell: relevance to drug
delivery,” Cell. Mol. Life Sci., vol. 66, no. 17, pp. 2873-2896, Sep. 20009.

S. Suri, H. Fenniri, and B. Singh, “Nanotechnology-based drug delivery systems,” J.
Occup. Med. Toxicol., vol. 2, no. 1, p. 16, Dec. 2007.

D. Peer, J. M. Karp, S. Hong, O. C. Farokhzad, R. Margalit, and R. Langer,
“Nanocarriers as an emerging platform for cancer therapy,” Nat. Nanotechnol., vol. 2,
no. 12, pp. 751-760, Dec. 2007.

S. Singh, V. K. Pandey, R. P. Tewari, and V. Agarwal, “Nanoparticle Based Drug
Delivery System: Advantages and Applications,” Indian J. Sci. Technol., vol. 4, no. 3,
pp. 177-180, Mar. 2011.

N. Jain et al., “NANOTECHNOLOGY: A SAFE AND EFFECTIVE DRUG
DELIVERY SYSTEM.”

L. Zhang, F. Gu, J. Chan, A. Wang, R. Langer, and O. Farokhzad, “Nanoparticles in
Medicine: Therapeutic Applications and Developments,” Clin. Pharmacol. Ther., vol.
83, no. 5, pp. 761-769, May 2008.

M. E. Davis, Z. (Georgia) Chen, and D. M. Shin, “Nanoparticle therapeutics: an
emerging treatment modality for cancer,” Nat. Rev. Drug Discov., vol. 7, no. 9, pp. 771—
782, Sep. 2008.

S. Dost, “Viry jako nanotransportéry 1éciv,” pp. 30-35, 2014.

S. Laurent et al., “Magnetic Iron Oxide Nanoparticles: Synthesis, Stabilization,
Vectorization, Physicochemical Characterizations, and Biological Applications,” Chem.
Rev., vol. 108, no. 6, pp. 20642110, Jun. 2008.

W. Wu, Z. Wu, T. Yu, C. Jiang, and W.-S. Kim, “Recent progress on magnetic iron

oxide nanoparticles: synthesis, surface functional strategies and biomedical

34



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

applications,” Sci. Technol. Adv. Mater., vol. 16, no. 2, p. 023501, Apr. 2015.

D. K. Kim et al., “Superparamagnetic iron oxide nanoparticles for bio-medical
applications,” Scr. Mater., vol. 44, no. 8-9, pp. 1713-1717, 2001.

G. A. Held, G. Grinstein, H. Doyle, S. Sun, and C. B. Murray, “Competing interactions
in dispersions of superparamagnetic nanoparticles,” Phys. Rev. B, vol. 64, no. 1, p.
012408, Jun. 2001.

A. Rauf, M. Imran, 1. E. Orhan, and S. Bawazeer, “Health perspectives of a bioactive
compound curcumin: A review,” Trends Food Sci. Technol., vol. 74, pp. 33-45, Apr.
2018.

M. Sanei and A. S. Demneh, “Effect of curcumin on memory impairment: A systematic
review,” Phytomedicine, Jun. 2018.

J. Gallo, N. J. Long, and E. O. Aboagye, “Magnetic nanoparticles as contrast agents in
the diagnosis and treatment of cancer,” Chem. Soc. Rev., vol. 42, no. 19, pp. 78167833,
2013.

M. C. Fadus, C. Lau, J. Bikhchandani, and H. T. Lynch, “Curcumin: An age-old anti-
inflammatory and anti-neoplastic agent,” J. Tradit. Complement. Med., vol. 7, no. 3, pp.
339-346, Jul. 2017.

K. Ingolfsdottir, “Usnic acid,” Phytochemistry, vol. 61, no. 7, pp. 729-736, Dec. 2002.

Y. Yang et al., “Inhibitory Activity of (+)-Usnic Acid against Non-Small Cell Lung
Cancer Cell Motility.”

N. Singh, G. J. S. Jenkins, R. Asadi, and S. H. Doak, “Potential toxicity of

superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION).,” Nano Rev., vol. 1, 2010.

35



