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1. Problematica abordata

Cancerul este unul din cele mai raspandite grupuri de boli, cauzand aproximativ 14.6%
din totalitatea deceselor, reprezentand o problema majora de sanatate la nivel global, potrivit
Societatii Americane a Cancerului. Accelerarea progresului impotriva cancerului necesita atat
investitii globale crescute in cercetarea cancerului, cat si aplicarea cunostintelor existente de
control al cancerului in toate segmentele populatiei [1]. Agentia Internationald pentru
Cercetare a Cancerului (IARC) a estimat cd, in absenta unor eforturi semnificative pentru
imbunatatirea controlului global al cancerului, mortalitatea produsa de cancer ar putea creste
la 12.9 milioane si incidenta cancerului la 20 milioane pana in anul 2030 [2]. La o analiza mai
atentd a datelor, devine clar ca stigmatul legat de cancer este o problema importantd care
trebuie abordatd din cauza devastarii sociale, emotionale si financiare care adesea Tnsotesc
diagnosticul de cancer. Convingerile culturale privind cancerul devin din ce in ce mai
recunoscute ca factori determinanti, nu numai pentru prevenirea cancerului si masuri de
control, ci si pentru implicatiile psihologice si comportamentale de dupa diagnosticarea si
tratamentul cancerului.

Tratamentele pentru cancer includ interventii chirurgicale, radioterapie, imunoterapie
si chimioterapie, ultima fiind utilizata in aproape 50% din cazurile de cancer, ca tratament
standard pentru multe, daca nu toate, cancerele metastazice [3]. Un dezavantaj general al
chimioterapiei este eficacitatea redusa a livrarii de medicamente catre celulele tumorale,
cauzand patrunderea neintentionatd a medicamentelor la celulele si tesuturile netintite, ceea ce
conduce la multiple efecte secundare, incluzand caderea parului, greturi si varsaturi, risc
crescut la infectii, oboseald, datoritd numarului scazut de celule sanguine (prin afectarea
celulelor maduvei osoase care formeaza sangele). Pentru a se realiza concentratia doritd a
medicamentului in celulele tumorale, se utilizeazda doze mai mari de medicamente
anticanceroase, provocand chiar si mai multe efecte secundare datorate toxicitatii off-target a
agentilor chimioterapeutici [4]. Un alt dezavantaj major al chimioterapiei este rezistenta
intrinsecd sau dobandita a unei tumori la medicament, care adesea conduce la reaparitia bolii
si reduce rezultatele terapeutice. in ultimul deceniu, rezistenta la tratament a atras o mare
atentie urmatd de unele descoperiri seminale, incluzand mutatii secventiale, celule stem
canceroase si interconversie bidirectionald a populatiilor de celule canceroase din tulpinile

stem si non-stem [5].



Cu toate acestea, tratamentul cu succes al cancerului va necesita depasirea acestor
elemente de dificultate printr-o rafinare considerabila a cunostintelor privind tratamentul si,

prin urmare, imbunatatirea prognosticului pacientilor cu cancer.
2. Metode actuale de rezolvare

Tn incercarea de a substitui tratamentele actuale de cancer, diferite nanobiomateriale,
cum ar fi lipozomi si imunolipozomi [6], nanoparticule magnetice (MNPs) [7-9], polimeri
[10], nanogeluri etc. sunt folosite ca nanotransportori pentru agentii chimioterapeutici. Astfel
de nanotransportori sporesc timpul de circulatie al agentilor chimioterapeutici in fluxul
sanguin, imbunatatesc acumularea si retinerea agentilor in tumoare si, in unele cazuri, sporesc
eliberarea de agenti chimioterapeutici peste barierele fiziologice la locul bolii. Datoritp
dimensiunilor nanometrice (10 pand la 100 nm) si permeabilitatii si retentiei Tmbunatatite
(EPR), nanotransportorii tind sa se acumuleze in tesutul tumoral mai mult decat in tesuturile
normale. Explicatia acestui fenomen rezida in faptul ca celulele tumorale trebuie sa stimuleze
productia de vase de sdnge pentru a creste rapid. Per ansamblu, acest fapt duce la cresterea
eficacitatii terapiei si la reducerea efectelor secundare [11].

Printre numeroasele nanoparticule magnetice (MNPs) utilizate ca nanotransportori
pentru eliberarea agentilor chimioterapeutici, nanoparticulele de Fe3Os4 au atras o atentie
speciald  deoarece  ofera  oportunitdti  pentru  aplicatii = biologice  datorate
superparamagnetismului lor [12]. Cu toate acestea, existd unele dezavantaje majore care
limiteaza aplicatiile lor practice: (i) nanoparticulele simple de FesO4 sunt sensibile la conditiile
acide si oxidative si (i1) existenta unor forte van der Waals si a atractiilor magnetice dintre
particule determind ca dispersia MNP sa fie foarte instabila, particulele fiind predispuse la
aglomerare. Prin urmare, acoperirea unui strat exterior de protectie este foarte importanta
pentru a mentine stabilitatea componentei magnetice [13]. O strategie eficientd pentru a realiza
acest lucru o reprezintd incapsularea nanoparticulelor de FesO4 intr-un invelis anorganic (C,
SiO2, ZnO etc.) pentru a forma nanocompozite magnetice, care pot extinde aplicarea lor
tehnica ca rezultat al caracteristicilor unice ale cochiliei (stabilitate inaltd in conditii extreme
si structurd poroasa naturald) si abilitatii acesteia de a oferi o platforma pentru legarea de
grupari functionale. Cu toate acestea, utilizarea acestor sisteme pentru tratamentul cancerului
este limitata datorita faptului cd majoritatea nanostructurilor anorganice de magnetita
acoperita este hidrofoba si inerta chimic, ceea ce In mod evident este dezavantajos fata de

bioaplicatiile lor in mediul apos.



Un material sintetic promitator raportat in literatura de specialitate pentru modificari
de suprafata ale MNP-urilor este polietilenglicolul (PEG), un polimer hidrofil, solubil in apa,
biocompatibil, non-antigenic si proteic [14]. Potrivit studiilor, MNP acoperite cu PEG au
prezentat o stabilitate coloidala ridicatda de pana la 21 de zile In comparatie cu MNP
nemodificate [15]. In functie de aplicatie, aceasta stabilitate pe termen lung nu este neaparat
necesara, eliberarea citostaticelor decurgand in doar cateva zile. Ca atare, gasirea unor astfel

de agenti de acoperire adecvati este inca o provocare a abordarilor curente.
3. Suporturi magnetice destinate eliberarii controlate

Nanoparticulele anorganice utilizate ca nanotransportori pentru sistemele cu eliberare
controlata pot fi definite ca particule de oxizi metalici sau cu compozitie metalica, cu un efect
citotoxic redus. Tn cadrul acestei aplicatii, nanoparticulele anorganice prezintd o serie de
avantaje: posibilitatea modificarii moleculelor de tintire sau a medicamentelor atasate la
nivelul acestora, livrarea eficientd a compusilor terapeutici la situsurile tinta, conducand astfel
la o terapie mult mai eficientd si un control mult mai bun al eliberdrii substantelor active.
Nanoparticulele anorganice prezinta proprietati chimice, fizice si biologice net superioare, si
totodata performante semnificative, ca urmare a dimensiunilor nanometrice ale acestora. In
plus, suprafata specificd mare, si implicit reactivitatea marita a acestora, oferd posibilitatea
atasarii unui numar mare de liganzi care sd le imbunatateasca afinitatea fata de celulele si
tesuturile tinta, reducand efectele adverse si asigurand astfel o crestere semnificativa a
eficientei terapeutice [16]. Tn cadrul acestei clase de nanotransportori pot fi incadrate
urmatoarele tipuri de nanoparticule: nanoparticule metalice (ex.: nanoparticule de aur),
nanoparticule magnetice (magnetita), punctele cuantice (Quantum Dots), nanoparticule
nemetalice (nanoparticule de hidroxiapatita, silice mezoporoasa, nanoparticule de alumina) si

nanoparticule pe baza de carbon (fulerene si nanotuburi de carbon).
3.1 Nanoparticule de magnetita - generalitati

Nanoparticulele magnetice prezinta o gama variata de caracteristici ce le recomanda
drept candidati promitatori pentru sistemele cu eliberare controlati. Unele dintre aceste
caracteristici sunt: manipularea usoara a nanoparticulelor prin aplicarea unui cdmp magnetic
extern, posibilitatea utilizarii unor strategii pasive si active de eliberare a substantei active,
abilitatea de a fi vizualizate prin intermediul tehnicilor de imagisticd precum rezonanta
magnetica nucleara, si internalizarea eficientd de catre tesuturile tintd, asigurand eficienta

tratamentului pentru doze terapeutice optime [17].



Magnetita (Fe3Oa) este un mineral din grupa oxizilor de fier ce cristalizeaza in sistemul
cubic cu fete centrate, pe baza a 32 ioni de oxigen (O?) strans ordonati de-a lungul directiei
[1 1 1]. Magnetita difera fatd de majoritatea oxizilor de fier prin faptul ca detine in structurad

atat ioni de fier bivalenti (Fe?"), cat si trivalenti (Fe®") [18].

Figura 1. Structura cristalind a magnetitei (Fe304) [18].

Dupa cum se poate observa in Figura 1, magnetita prezinta o structura spinelica
inversd, ce consta intr-o retea cubica de ioni oxidici, in care toti ionii de Fe?* ocupa jumitate
din spatiile octaedrice, iar ionii de Fe** sunt uniform distribuiti la nivelul situsurilor octaedrale
remanente si a celor tetraedrale.

In magnetita stoechiometrica raportul ionilor de fier Fe?*/Fe3* este Y%, iar ionii
bivalenti de fier pot fi partial sau total inlocuiti de alti ioni bivalenti (cobalt, mangan, zinc,
etc). Astfel, magnetita poate fi un semiconductor atat de tip n, cat si de tip p. Cu toate acestea,
magnetita este oxidul de fier cu cea mai scazuta rezistivitate, ca urmare a benzii interzise foarte
Tnguste (0,1 eV) [18-20].

La temperatura camerei, magnetita are un comportament ferimagnetic: sub
temperatura Curie (in cazul magnetitei, 850K), momentele magnetice ale siturilor tetraedrice,
ocupate de speciile ferice (Fe*), sunt aliniate feromagnetic, in timp ce momentele magnetice
pe siturile octaedrice, ocupate de speciile ferice si feroase (Fe?*), sunt antiferomagnetice,
anulandu-se reciproc. Odata cu cresterea temperaturii, fluctuatiile termice distrug aliniamentul
feromagnetic al momentelor magnetice la nivelul siturile tetraedrice; prin urmare, puterea
ferimagnetica este diminuatd. Cand este atinsd temperatura Curie, magnetizarea netd devine

zero, si se observa un comportament superparamagnetic al particulelor feromagnetice [21].



3.2 Stabilizarea particulelor magnetice

In cadrul obtinerii si stocarii nanoparticulelor in forma coloidald, stabilitatea
coloidului este foarte importantd. Ca urmare a compozitiei lor, fluidele magnetice detin
capacitatea de a interactiona cu cAmpurile magnetice. In absenta unui strat de acoperire,
particulele magnetice de oxid de fier au suprafete hidrofobe, cu o valoare mare a raportului
suprafatd/volum. Datorita interactiilor hidrofobe dintre particule, acestea din urma se
aglomereaza, formand clustere (agregate), conducand la cresterea dimensiunii particulelor.
Aceste aglomerate de particule manifesta atractii magnetice foarte puternice de tip dipol-dipol
si prezintd un comportament feromagnetic. Cand doud aglomerate de nanoparticule, de
dimensiuni mari, se apropie unul de altul, fiecare dintre acestea patrunde in campul magnetic
al celuilalt aglomerat. Pe 1anga exercitarea fortelor de atractie dintre particule, fiecare particula
se afld in cdmpul magnetic al particulelor vecine, devenind mult mai magnetizatad. Aderarea
particulelor magnetice remanente determina o magnetizare mutuald, ceea ce conduce la
cresterea proprietatilor de agregare [19].

Dupa cum a fost mentionat si anterior, nanoparticulele de magnetitd sunt susceptibile
la oxidare, iar prin acoperirea cu diverse materiale, rezistenta acestora in medii oxidative (aer
sau fluide biologice) este mult imbunatatita.

De vreme ce particulele sunt atrase magnetic, pe langa aglomerarea datorata fortelor
Van de Waals, modificarea suprafetei este adesea indispensabila. Pentru stabilizarea eficienta
a nanoparticulelor de oxid de fier se recomanda acoperirea acestora cu stabilizatori precum
surfactanti sau macromolecule (polimeri), care, in cele din urma, vor impiedica agregarea
nanoparticulelor magnetice. Majoritatea acestor polimeri adera la suprafata particulelor intr-0
maniera specifica substratului.

Materialul de acoperire trebuie ales cu o foarte mare atentie, in functie de aplicatia
vizata. Materialele polimerice de acoperire pot fi clasificate in sintetice si naturale. Polimerii
de baza de poli(etilen-co-vinil acetat), poli(vinilpirolidona) (PVP), acid poli(lactic-co-glicolic)
(PLGA), poli(etilenglicol) (PEG), alcool polivinilic (PVA), dendrimerii (poliamidoamine —
PAMAM) etc. sunt exemple tipice de sisteme polimerice sintetice.

Sistemele polimerice naturale includ utilizarea gelatinei, dextranului, chitosanului
etc. Diversi surfactanti, precum oleatul de sodiu, dodecilamina, carboximetilceluloza de sodiu,
sunt, de asemena, frecvent utilizate pentru a imbunatati capacitatea de dispersie a
nanoparticulelor in medii apoase. Pe langd compusii organici, pentru acoperirea

nanoparticulelor magnetice in scopul stabilizarii si al imbunatatiri proprietatilor magnetice, se



pot utiliza si alte tipuri de materiale precum metalele (aur) si compusi din clasa silicatilor sau

silanilor (Figura 2) [19][22].
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Figura 2. Nanoparticule magnetice cu tipuri variate de acoperiri [22].

Au fost dezvoltate mai multe abordari de functionalizare a nanoparticulelor de oxid
de fier cu polimeri, dintre care cele mai comune fiind acoperirea in situ si post-sinteza.

In cadrul functionalizirii in situ, rutele conventionale sunt polimerizarea in micro-
emulsie si procesul sol-gel de functionalizare a nanoparticulelor magnetice cu polimeri in
timpul procesului de sinteza. Macromoleculele organice acopera nanoparticulele de magnetita
si formeaza un strat de acoperire in timpul procesului de polimerizare in emulsie; structura
conventionala este una de tip core-shell (miez-invelis) sau o structura de tip dispersie in
matrice. Din pacate, aceste strategii de modificare directd a suprafetei nu prezintd un real
succes in ceea ce priveste mentinerea stabilitatii coloidale, iar grosimea stratului de acoperire
este dificil de controlat.

In consecinta, ruta cel mai frecvent abordati pentru modificarea nanoparticulelor
magnetice cu polimeri este functionalizarea post-sinteza. Mecanismele comune implicate n
modificarea particulelor prin aceasta strategie sunt adsorbtia fizica si grupdrile functionale
ancorate pe suprafata nanoparticulelor de oxid de fier, determinand formarea unor particule cu

o structura de tip core-shell [18].



3.3 Aplicatii ale nanoparticulelor magnetice

Magnetita poate fi utilizatd cu succes si in cadrul ingineriei tisulare, in special datorita
influentei pozitive asupra anumitor tipuri de celule, in special asupra osteoblastelor. Testele in
vitro si in vivo au demonstrat cd prezenta magnetitei in materialele compozite utilizate in
ingineria tisulara a determinat o crestere semnificativa a viabilitatii si a proliferarii celulelor
osteoblaste [23].

in cadrul administririi conventionale de medicamente, precum ingestia orald sau
injectarea intravasculara, substanta activa este distribuita in Intreg organismul prin intermediul
circulatiei sistemice. Pentru majoritatea agentilor terapeutici, doar o anumitd cantitate a
acestora ajunge la nivelul organului/tesutului afectat, iar difuzia medicamentului prin barierele
biologice este relativ redusd, cauzand o crestere a incidentei efectelor adverse. Eliberarea
tintita a substantelor active tinde sd concentreze medicamentul in tesutul de interes. Simultan,
aceasta tehnica determina o reducere a concentratiei relative a medicamentului in tesuturile
remanente si permite depasirea barierelor biologice prin acumulare activa sau printr-0 strategie
activa de tintire [24]. Tn acest sens, nanoparticulele magnetice s-au dovedit a fi candidati
promitatori in terapia cancerului si a poliartritei reumatoride [25], asigurand diminuarea, sau
chiar anularea efectelor adverse datorate terapiei conventionale, prin reducerea distributiei
sistemice a medicamentelor si scaderea dozelor compusilor citotoxici [26].

Nanoparticulele de magnetita utilizate ca transportori ai substantelor active pot livra
0 gama variatd de medicamente in toate regiunile anatomice ale organismului. Prin urmare, o
eliberare intracelulara eficienta a nanoparticulelor, reprezintd principalul factor 1n
eficientizarea incapsulirii agentului terapeutic. In general, nanoparticulele magnetice sunt
utilizare ca miez (core), iar componentele biocompatibile joaca rolul unui invelis, determinand
obtinerea unor structuri de tip core-shell (miez-invelis) ce pot fi utilizate ca transportori ai
substantelor bioactive. Medicamentele se pot fie lega sau incapsula in matricea polimerica, fie
atasa de suprafata nanoparticulelor magnetice, fiind ulterior acoperite de invelisul
biocompatibil [27].

In cadrul unui sistem transportor de medicamente, dimensiunea, proprietitile de
suprafata si stabilitatea reprezinta caracteristici cruciale. Nanoparticulele magnetice trebuie sa
fie suficient de mici pentru a penetra prin patul capilar. Cu toate acestea, dacd diametrul
nanoparticulelor este mai mic de 10 nm, acestea vor fi indepartate rapid prin extravazari si

clearance renal (eliminarea/excretia medicamentului din sistemul biologic). Prin urmare,



nanoparticulele cu diametre cuprinse intre 10 si 100 nm sunt optime pentru injectia
intravenoasa si prezintd cea mai indelungata perioada de retentie in sistemul circulator [27].

Livrarea tintitd de substante active mediata de nanostructuri, o tehnologie cheie in
dezvoltarea nanotransportorilor, are potentialul de a spori biodisponibilitatea medicamentului,
de a Tmbunatati perioada de eliberare a substantei active, interactionand cu usurinta cu liganzii
vizati si permitand eliberarea tintitd a medicamentului (sensibilitate in prezenta unui camp
magnetic extern). In particular, compozitele pe bazi de nanoparticule magnetice si compusi
biocompatibili (invelis polimeric) sunt recunoscute, In prezent, drept cele mai promititoare
sisteme de eliberare controlata a agentilor terapeutici [28-29]. Mai mult decét atat, particulele
magnetice nanostructurate pot servi nu doar ca vehicule pentru transportul medicamentelor, ci
si pentru transportul genelor in terapia genica (gene delivery) [30].

Tn cadrul acestei aplicatii, nanotransportorii magnetici incarcati cu molecule bioactive
sunt injectati In organismul pacientului prin intermediul sistemului circulator. Un camp
magnetic extern este utilizat pentru a localiza nanosistemele la nivelul organului/tesutului
tintd. Odatd cu localizare sistemului in zona vizata, medicamentul este eliberat fie prin
activitate enzimatica, fie prin modificarea conditiilor fiziologice (precum pH-ul, osmolalitatea
sau temperatura) si poate fi astfel preluat de catre celulele tinta [31-32].

Tn ciuda tuturor avantajelor, utilizarea nanoparticulelor magnetice ca sisteme de
eliberare controlatd prezinta si unele limitari. De vreme ce gradientul magnetic scade o data
cu distanta dintre campul magnetic si tintd, principala limitare a nanotransportorilor magnetici
este asociatd tariei campului magnetic extern care poate fi aplicat pentru a obtine gradientul
magnetic necesar retentiei nanoparticulelor in zona vizata, pentru o anumita perioada de timp
[33]. O alta limitare este asociatd dimensiunilor mici a nanoparticulelor, o cerinta esentialad
pentru asigurarea superparamagnetismului, care la rAndul sdu este crucial in Tmpiedicarea
aglomerdrii nanoparticulelor dupa indepartarea campului magnetic extern. O dimensiune mica
a particulelor implica un raspuns magnetic de putere redusa, fapt ce face dificila directionarea
particulelor si pastrarea acestora in proximitatea tintei. Directionarea s-a dovedit a fi mult mai
eficientd in regiunile in care viteza de curgere a sangelui este mult mai scazutd, si cu atat mai
mult, cand sursa generatoare de camp magnetic se afla mai aproape de organul/tesutul tinta
[34].

Desi au fost raportate numeroase beneficii ale utilizarii nanoparticulelor magnetice
ca sisteme de eliberare controlata si tintitd a substantelor bioactive, pana 1n prezent, studiile
clinice actuale pun incd o serie de probleme. Chiar dacd nanoparticulele magnetice pot fi

considerate biocompatibile, raspunsul imun pe parcursul perioadei de retentie a sistemului,
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toxicitatea nanoparticulelor magnetice si a posibililor compusi de descompunere ai acestora,
sunt o serie de parametri care trebuie Incd studiati pentru a determina siguranta utilizarii

acestor sisteme in eliberarea controlata si tintita a substantelor active [35].
4. Compusi antitumorali naturali cu caracter hidrofil

Sistemele coloidale, cum ar fi lipozomii, nanoparticulele si microemulsiile au fost in
general raportate 1n literaturd ca purtatori ai medicamentelor hidrofobe. Cu toate acestea,
furnizarea de molecule hidrofile este, de asemenea, un obiectiv provocator si care necesita o
abordare multidisciplinara.

Multe medicamente sunt hidrofile, iar dintre acestea multe sunt molecule cu greutate
moleculard micd (mai putin de 500 Da). Farmacopeea Statelor Unite (USP) clasifica
medicamentele hidrofilice, in intervalul de la foarte solubil la solubil intr-un mediu apos, daca
solubilitatea lor este mai mare de 33 mg / mL. Medicamentele hidrofile sunt adesea supuse
absorbtiei intracelulare scazute, degradarii enzimatice, eliberarii rapide, distributiei
suboptimale, dezvoltarii rezistentei, farmacocineticii slabe, indice terapeutic scazut si, in cazul
medicamentelor antitumorale, incapacitatea de a se acumula si a fi retinutd in interiorul
tumorii. Incircarea medicamentelor in sistemele de administrare coloidald poate, in multe
cazuri, sd depdseascd aceste dificultati, deoarece poate imbunatati farmacocinetica, poate
proteja medicamentul impotriva degradarii in vivo, sustine eliberarea medicamentului, creste
confortul pacientului prin evitarea injectiilor repetate si reducerea efectelor secundare. Tn cazul
medicamentelor antitumorale, sistemele de nanoparticule poseda de asemenea avantajul de a
spori permeabilitatea si retentia (efectul EPR), rezultdnd acumularea lor mai mare in tumori.
Posibilitatea modificarii suprafetei sistemelor cu nanoparticule, de exemplu prin PEGilare,
conduce la sisteme coloidale discrete prin care se poate evita absorbtia rapida de catre sistemul
fagocitar mononuclear; adaugarea de liganzi specifici pe suprafata lor poate, de asemenea, sa
ofere o eliberare mai eficienta la locul tinta [36].

Produsele vegetale naturale au reprezentat fundatia numeroaselor tratamente medicale.
Desi aspectele moderne ale medicinei occidentale au devenit astazi prima linie a practicii
clinice, produsele vegetale naturale continua sa fie utilizate ca remedii in medicina alternativa
in intreaga lume. Se estimeaza ca 80% dintre persoanele din tarile in curs de dezvoltare depind
n principal de produse naturale pentru a-si satisface nevoile de asistenti medicali. In Statele
Unite ale Americii S-a constatat ca aproximativ unul din trei americani utilizeaza medicamente
naturale in decursul unei zile. Se estimeaza cd din cele 877 medicamente cu moleculd mica

introduse in Tntreaga lume in perioada 1981-2002, aproximativ 61% pot fi identificate Tnapoi
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la origine in produse naturale. Acestea sunt nu numai eficiente, dar prezinta si o toxicitate
scazuta si au doze terapeutice mult sub nivelul lor toxic [37].
Din categoria compusilor antitumorali naturali, studiul de fata se va canaliza pe
obtinerea unor sisteme complexe magnetice pentru eliberarea irinotecanului si doxorubicinei.
Irinotecanul (figura 3) este un analog al camptotecinei, un extract din arborele
chinezesc Camptotheca Acuminate, cu o solubilitate apoasa mai mare decat camptotecina.
Irinotecanul a fost un pro-medicament activat metabolic in organism la 7-etil-10-

hidroxicamptotecina (SN-38).

Figura 3. Formula chimica a Irinotecanului [38]

Irinotecanul are un spectru larg de activitate antitumorald atat in vitro, cat si in vivo si
este asociat cu o toxicitate mai previzibild si mai usor de gestionat decét cea a compusului
initial izolat. Dupd studiile clinice, irinotecanul a devenit disponibil In comert in Japonia
pentru tratamentul cancerelor pulmonare, cervicale si ovariene in 1994. Irinotecanul a fost
aprobat pentru tratamentul cancerului colorectal metastatic (CRC), Tn asociere cu 5-
fluorouracilul (5-FU) in Statele Unite in 1996, urmata de aprobarea in asociere cu 5-FU si
leucovorin (LV) pentru tratamentul de prima linie a CRC metastazat [39][40].

Doxorubicina clorhidrat este sarea clorhidrica a doxorubicinei, un antibiotic
antraciclinic cu activitate antineoplazica (figura 4). Doxorubicina, izolata din bacteria
Streptomyces Peucetius var. Caesius, este congenerul hidroxilat al daunorubicinei.
Doxorubicina se intercaleaza intre perechile de bazd din helixul ADN, impiedicand astfel
replicarea ADN-ului si, in cele din urma, inhiband sinteza proteinelor. in plus, doxorubicina
inhiba topoizomeraza II care are ca rezultat un complex legat de enzimda-ADN scindabila si
stabilizata In timpul replicarii ADN si, ulterior, previne legarea lantului nucleotid dupd dubla
rupturd. Doxorubicina foreaza de asemenea radicali liberi de oxigen care duc la citotoxicitate

secundara peroxidarii lipidelor membranei celulare. Formarea radicalilor liberi de oxigen

11



contribuie, de asemenea, la toxicitatea antibioticelor antraciclinei si anume efectele vasculare

cardiace si cutanate [41].

- HCI

Figura 4. Formula chimica a Doxorubicinei [41]
5. Materiale si metode
5.1Sinteza Fe304

Nanoparticulele de Fe3O4 au starnit interes stiintific atat pentru proprietatile magnetice
cat si pentru faptul cd prin functionalizare permit vectorizarea medicamentelor.
Nanoparticulele magnetice au fost sintetizate prin metoda co-precipitarii astfel (figura 5):

»  Pentru obtinerea 1g de magnetita se cantaresc 1,2 g FeSO4*7H20 si 1,4 g FeCls
si sunt solubilizati individual in cate 150 mL apa ultapura, sub agitare magnetica continua;

»  1,5gNaOH se dizolva in 200 mL apa ultrapura, asigurand un pH optim obtinerii
nanoparticulelor magnetice;

»  Solutia precursoare de ioni de fier se adaugd peste solutia bazica anterior
obtinutd, in picaturd, cu ajutorul unei pompe peristaltice, cu un debit constant;

»  Cu ajutorul unui magnet puternic, se efectueazd o decantare accelerata a
suspensiei de nanoparticule de Fe3Os, prin plasarea paharului Berzelius in care se afla
suspensia de nanoparticule peste magnet;

»  Dupa dencantarea completd, mentinand magnetul in contact cu paharul, faza
limpede a suspensiei este indepartata;

»  Precipitatul este spalat cu apa ultrapura de trei ori, in vederea indepartarii
materiilor prime nereactionate si obtinerea unui pH neutru;

»  Dupa spalare, nanoparticulele sunt uscate in etuva cu vid, la temperatura de
60°C/24h.
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Sub continud agitare magnetica.
se amestecd continutul celor doud
solugii precursoare de ioni de Fe

Solutie bazica (NaOH) in exces Suspensie de nanoparticule de Fe.O« Decantare acceleratd si spilare a Fe.Os

Figura 5. Schema de obtinere a nanoparticulelor de magnetita (Fe3Oa)

5.2 Sinteza FezOs@acid tartric (Fes04@AT)

Nanoparticulele magnetice acoperite cu acid tartric (figura 6) au fost sintetizate prin
metoda co-precipitarii modificata astfel (figura 7):

»  Pentru obtinerea 1g de FesOs@acid tartric se cantaresc 1,2 g FeSO4*7H20 si
1,4 g FeCls si sunt solubilizati individual in cate 150 mL apa ultapurd, sub agitare magnetica
continua;

»  1,5g NaOH se dizolva in 200 mL apa ultrapura, asigurand un pH optim obtinerii
nanoparticulelor magnetice;

»  Se dozeaza acidul tartric (CsHeOs) in raport molar 1:2 fatd de FeszOs si se
solubilizeaza in solutia bazica anterior obtinuta.

»  Solutia precursoare de ioni de fier se adauga peste solutia bazica ce contine si
acidul tartric, In picaturd, cu ajutorul unei pompe peristaltice, cu un debit constant;

»  Cu ajutorul unui magnet puternic, se efectueazd o decantare accelerata a
suspensiei de nanoparticule de FesOs, prin plasarea paharului Berzelius in care se afla
suspensia de nanoparticule peste magnet;

»  Dupa dencantarea completd, mentinand magnetul in contact cu paharul, faza

limpede a suspensiei este indepartata;

13



»  Precipitatul este spalat cu apa ultrapura de trei ori, in vederea indepartarii
materiilor prime nereactionate si obtinerea unui pH neutru;

»  Dupa spalare, nanoparticulele sunt uscate in etuva cu vid, la temperatura de
60°C/24h.

OH O

HO
OH

O OH

Figura 6. Formula structurala a acidului tartric (AT)

S\ )

Sub continui agitare magnetica.
se amesteci continutul celor dou
solufii precursoare deioni de Fe

9
Acid tartric (AT) Solutie bazici (NaOH) in exces Suspensie de nanoparticule de Fe.OJ/AT Decantare accelerata si spalare a Fe.O4/AT

Figura 7. Schema de obtinere a nanoparticulelor de Fe30s@acid tartric
(FesO4@AT)

5.3 Obtinerea sistemului complex FesOs@acid tartric+Irinotecan

Pentru adaugarea de citostatic hidrofil (Irinotecan), pulberea anterior obtinutd
(Fe30s@AT) a fost dispersata in apa distilata prin intermediul unei sonde de ultrasonare,
formand o suspensie. Peste suspensia de nanoparticule aflatd sub agitare magnetica continud se
adauga, prin picurare o solutie apoasd de Irinotecan (1% procente masice) si se continud
omogenizarea 2h. Particulele magnetice cu irinotecan au fost separate prin decantare

magnetica accelerata si spalate de 3 ori cu apa deionizata, ulterior uscate la 30°C/24 h.
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6. Tehnici specifice de caracterizare

6.1 Difractia de raze X (XRD)

Analiza de difractie de raze X a fost efectuata utilizand un echipament PANalytical
Empyrean in geometrie Bragg-Brentano echipat cu un tub de raze X cu anod de Cu
(ACuKo=1.541874 A) cu focalizare in linie, fanta divergenta programabila pe partea incidenta
si fantd anti-imprastiere programabild montat pe detector PIXcel3D pe partea difractata.
Spectrul a fost achizitionat pe domeniul de unghiuri 10-80° 26 cu pas de achizitie de 0.02° si
timp de achizitie pe pas de 100s.

Cu ajutorul analizei de Difractie de raze X se poate determina compozitia mineralogica
si structura cristalografica a diverselor materiale. Interactia dintre radiatia X emisa de un tub
catodic (radiatie filtratd, colimata si directionatd) si reteaua cristalind a probei de analizat
(imobilizata pe un suport rotativ aflat in incinta difractometrului) determina difractia radiatiei
incidente Tntr-un mod discontinuu si propagarea radiatiilor difractate in functie de distanta
interatomica din celula elementara. Efectul de difractie caracteristic probei investigate este
format prin interferarea pozitivd a difractiilor individuale ale tuturor atomilor retelei
cristalografice, fenomen realizat in conformitate cu legea lui Bragg (aceasta din urma
stabileste o relatie de proportionalitate 1intre lungimea de undd asociatd radiatiei
electromagnetice, distanta dintre planele reticulare si valoarea unghiului incident al radiatiei
X, conform relatiel neA=2+d*sin0).

Analiza XRD a fost realizatd in scopul caracterizarii materialelor sintetizate din
punctul de vedere al cristalinitdtii acestora, precum si al fazelor componente, pentru
anticiparea proprietatilor corespunzatoare in cazul utilizarii lor in cadrul sistemelor de

eliberare controlata a medicamentelor.
6.2 Microscopia electronica de baleiaj (SEM)

In cazul sistemelor sintetizate, microscopia electronica de baleiaj s-a realizat cu scopul
de a evidentia aspecte referitoare la morfologia, compozitia si topografia acestora. Achizitia
de micrografii s-a realizat cu ajutorul unui microscop electronic de baleiaj de inalta rezolutie,

Inspect F50, la o valoarea a energiei de 30KeV si diverse mariri.
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 iISS0R. Masuratorile
au fost efectuate la temperatura camerei, utilizdndu-se modulul de atenuare totala a reflexiei
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(ATR), fiind efectuate 32 de scandri ale probelor intre 4000 si 440 cm™?, la o rezolutie de 4
cm~'. 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.
Tehnica de analiza spectroscopica in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) a fost
utilizatd pentru investigarea naturii interactiunilor stabilite intre nanoparticulele de magnetita
si compusii organici. Valorile energetice reduse ce sunt caracteristice radiatiilor infrarosii
determind, in urma interactiei cu un compus, absorbtia radiatiei electromagnetice de catre
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 valenta dintre legaturile covalente ce au in comun un atom suferd modificari in
plan sau in afara acestuia). Gruparile functionale ale moleculelor prezinta capacitatea de a
absorbi radiatia electromagnetica 1n 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. Spectrele de absorbtie
sau transmitantd in infrarosu reprezinta instrumente analitice utile n obtinerea de informatii
calitative (identificare chimica si determinare structurald) si cantitative (asocierea intensitatii

maximelor spectrale cu cantitatea de compus) despre proba analizata.

6.4 Magnetometrie cu proba vibranta (VSM)
Proprietatile magnetice ale nanosistemelor complexe au fost investigate la temperatura
camerei, inregistrdnd functia de susceptibilitate magnetici a campului magnetic prin

intermediul magnetometrului cu proba vibrantd, model LakeShore 7404.
6.5 Microscopia electronica prin transmisie (TEM)

Imaginile obtinute prin TEM corespunzdtoare probelor de magnetitd si magnetita
acoperita cu acid tartric au fost obtinute cu ajutorul unui microscop electronic prin transmisie
de inaltd rezolutie model Tecnai G? F30 S-TWIN echipat cu SAED, achizitionat de la
compania FEI. Microscopul functioneazd in modul de transmisie la o tensiune de 300 kV,
rezolutia punctuali 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), 1n interiorul unui microscop electronic prin

transmisie. Aceasta tehnica de investigare este similara — din punct de vedere al principiului
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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 complexd (TG/DSC)

Analiza termica complexa (TG/DSC) a fost realizata cu ajutorul unui Sistem de analiza
termicd complexa STA (TG/DSC) - FTIR — GCMS, NETZSCH STA 449 F3 Jupiter,
efectuand o incalzire a probei cu viteza constantd pana la 1000°C.

Analiza termogravimetrica (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 supusa unui tratament termic. Evaluarea comportamentului termic al
probei ce se doreste a fi analizata se realizeaza prin transferarea unei cantititi variabile de
energie termica spre proba si monitorizarea proprietatilor de material ce sunt modificate — n
cazul de fata, masa probei.

Analiza termica diferentiala (calorimetria diferentiald, DSC) are la baza 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 temperaturd in care au fost inregistrate, dar si cu natura exo-/endo-terma a
modificarilor probei, analiza termicd 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 proliferarii si viabilitatii celulare (test MTT)

Testul MTT este o metoda colorimetrica cantitativa ce consta in reducerea unei sari de
tetrazoliu galbene, MTT [bromurd de 3-(4,5-dimetitiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu] la un
formazan de culoare albastru-inchis. Coeficientul de reducere (realizata de enzimele
mitocondriale, n special succinat dehidrogenaza) este direct proportional cu numarul de celule
viabile, fiind un indice al integritatii celulare/mitocondriale (figura 8).

Pe baza acestei metode colorimetrice cantitative se permite aprecierea proliferarii,

viabilitatii si toxicitatii celulare.
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Figura 8. Reducerea sarii de tetrazoliu galbene MTT [bromura de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu] la un formazan de culoare albastru-inchis

Potentialul citotoxic al sistemelor complexe sintetizate a fost investigat la nivelul
celulelor stem mezenchimale izolate din fluidul amniotic (AFSC). Acestea au fost cultivate Tn
mediu de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA), suplimentat cu 10% ser fetal bovin si 1 % antibiotice (penicilina si streptomicina)

Celulele se cultiva in placute cu 96 de godeuri, avand o densitate de insdmantare de
3000 celule /godeu 1n prezenta materialelor sintetizate, timp de 72h. Ulterior s-au adaugat 10
pl (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 ora, apoi se pipeteaza pentru omogenizare si se elimina bulele
pentru a nu interfera cu citirea. Se citeste la spectrofotometru, model TECAN Infinite M200

(Ménnedorf, Switzerland) la 570 nm.
6.8 Evaluarea stresului oxidativ

Si Tn acest caz au fost analizate celulele AFSC (celule stem mezenchimale izolate din
lichid amniotic), care se iInsdmanteaza conform protocolului la o densitate de 3000 celule in
300 ul mediu de cultura DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle's medium), suplimentat cu 10%
ser fetal bovin si 1 % antibiotice (penicilind, streptomicind/neomicind) in placute cu 96
godeuri.

Dupa 24 de ore de la insdmantare, celulele se pun in contact cu materialele pulverulente
de analizat. Stresul oxidativ este evaluat cu ajutorul setului GSH-Glo™ Glutathione Assay kit

(Promega, Wisconsin, USA), care determind cantitatea de glutation - un agent antioxidant
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(GSH) aflat in celulele eucariote. Glutationul produs de celule este transformat de glutation S-
transferaza in glutation oxidat, cantitatea de glutation transformat fiind direct proportionala cu
cantitatea de enzima glutation S-transferaza care transforma glutationul legat cu un precursor
de lucifering, in glutation oxidat legat cu luciferind 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 stresatd de prezenta nanosistemelor complexe (activitate biochimica
neafectatd). Dacad lumina este mai putin intensa, producerea glutationului a fost inhibata, prin
urmare, stresul oxidativ a fost accentuat.

Protocolul standard de lucru a constat in adaugarea a 100 pL 1X GSH-Glo™ Reagent
sl 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 incad 15 minute. La finalul celor 15 minute se
omogenizeazad bine mediul din godeurile cu celule, si apoi placuta se citeste la luminometru

(Microplate Luminometer Centro LB 960, Berthold, Germany).
6.9 Evidentierea morfologiei citoscheletului

Organizarea celulara in prezenta nanosistemelor complexe sintetizate a fost evaluata
prin examinarea filamentelor de tubulind prin imunocitochimie. Metoda presupune
urmatoarele etape (protocol standard):

» 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;
Spélarea 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 ord;

YV V V V V

Incubarea AFSC cu anticorpi primari: tubulind (Ac monoclonal de soarece 1: 4000)

peste noapte;

A\

S-au realizat trei spalari de 2-3 minute;

A\

Adaugarea anticorpului secundar (AlexaFluor 488 anti-soarece Invitrogen, 1: 1000)
timp de o ora la temperatura camerei;
» Urmeaza etapele de spalare (trei spildri a cate 2-3 minute fiecare) cu PBS si de doud
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 FezO4

In urma analizei XRD si prelucririi datelor cu ajutorul programului HighScore s-a

identificat ca unicd faza cristalind Fe3Os (magnetitd) conform PDF4+ [01-085-3772], cu

structura ortorombica si planele de cristalizare evidentiate in figura 9. Aspectul general al

interferentelor de difractie releva un caracter cristalin al probei si dimensiuni mici de cristalit,

cu posibile aglomerari de particule.

250

Fe,0, PDF4+ [01-085-3772]
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Figura 9. Difractrograma de raze X pentru pulberea de Fe3Oa, cu evidentierea

planelor de cristalizare

Imaginile de microscopie electronica de baleiaj (SEM) prezentate in figura 10 sunt in

concordantd cu informatiile rezultate din spectrul de raze X, evidentiind dimensiunea

nanometrica a particulelor de magnetita obtinute, cu dimensiuni cuprinse intre 3-5 nm. Se

poate observa cum, datoritd suprafetelor specifice mari asociate dimensiunii reduse,

particulele au un grad mare de aglomerare.

Dimensiunile reduse si rezolutia maximala a echipamentului fac greu de precizat forma

particulelor, care pare cvasi-sferica. Pentru o caracterizare morfologica amanuntita in vederea
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stabilirii dimensiunii medii de particuld si forma acestora, s-a recurs la o tehnica mai avansata

de caracterizare microscopica, microscopia electronica prin transmisie (TEM).
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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

Din spectrul FT-IR prezentat in figura 11 se remarci banda de vibratie de la 582 cm?
specifica legiturii Fe?*-O?" atribuitid magnetitei. Banda largd de la 3000-3500 cm™ poate fi
atribuita gruparilor —OH corespunzatoare apei posibil adsorbita pe suprafata particulelor de

magnetita.
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Figura 12. Variatia magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat pentru
nanoparticulele de Fe3O4 la temperatura de 25°C
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Curba de magnetizare inregistratd la temperatura camerei a particulelor de magnetita
neacoperitd este prezentatd in figura 12. Proba nu prezintd histerezis, indicand astfel natura
superparamagnetica a particulelor. Valoarea magnetizarii de saturatie a fost 59 emu/g pentru
nanoparticulele de magnetitd, fiind, prin urmare, usor de separat, cu ajutorul unui magnet, din
amestecul de reactie, simplificand astfel protocolul de curatare. Magnetizarea de saturatie
mare poate conferi, de asemenea, proprietati de ecranare electromagnetica acoperirilor hibride

utilizate in anumite aplicatii.

Dimensiune medie =3.77 nm AN Fe30‘

Nr. particule

P 500 1/km

Figura 13. Imagine TEM in cdmp luminos, de inalta rezolutie, difractie de electroni pe arie

selectata si distributie dupa dimensiune obtinute pe proba de Fe304
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Tn Figura 13 sunt prezentate rezultatele obtinute prin microscopia electronica prin
transmisie. Din imaginea de microscopie electronica prin transmisie de ansamblu se poate
observa tendinta de aglomerare a nanoparticulelor. Morfologia este cvasi-sferica si poliedrala,
cu dimensiunea medie de particulda de 3,77 nm si o distributie monomodald, asa cum
demonstreaza histograma prezentata in figura 13. Din difractia de electroni pe arie selectata
(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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Figura 14. Analiza termica complexa efectuata pe pulberea de Fe304 (TG/DSC)
Conform analizei termice efectuata pe pulberea de Fe3Os (TG/DSC) si prezentata in
figura 14 se poate observa o pierdere de masa initiala de 1,55% datoratd eliminarii apei
adsorbite pe suprafata particulelor, asociata unui efect endoterm in jurul temperaturii de 100
°C. La temperaturi < 400°C au loc elimindri de reziduuri si precursori nereactionati, cu o
pierdere de masi totald de 1,85%. In intervalul de temperatura supus analizei se pot observa
si cele 2 transformari de faza specifice FesO4, magnetita in maghemita (la 330 °C), respectiv
maghemita in hematit (la 544 °C). Dupa temperatura de aprox. 500 °C pierderea de masa este

subunitara si se poate considera masa constanta.
7.2 Caracterizarea pulberii de FesOs@acid tartric

In figura 15 sunt prezentate spectrele de difractie de raze X ale probelor de Fe3Os si
FesOs@acid tartric. Dupa cum se poate observa, In ambele spectre se identificad prezenta
maximelor de difractie caracteristice magnetitei, anterior detaliate. De remarcat este faptul ca

intensitatea interferentelor de difractie, in cazul probei ce contine $i compus organic, este
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semnificativ modificata (se remarca o scddere), ca urmare a existentei compusului organic pe
suprafata nanoparticulelor de magnetitd. Prezenta acidului tartric se identifica prin cele 2

interferente de difractie caracteristice la 20 de 31 si 46 (conform PDF4+{00-031-1911]).

600 — Fe304@acid tartric
550 - Fe3O 4
500 - 0 Fe304 [PDF4+ 01-085-3772)

* Acid tartric [PDF4+ 00-031-1911]

| (u.a.)

20 (grd.)

Figura 15. Difractrograma de raze X pentru pulberea de FesOs@acid tartric

si evidentierea diferentelor fata de Fe3O4

Microscopia electronicd de baleiaj, evidentiatd in figura 16, pune in evidentd
dimensiunea nanometrica a magnetitei ce contine compusul organic, dispusa sub forma de
aglomerari datoritd necesitdtii reducerii energiei libere a suprafetei particulelor, prin
conglomerdri ale acestora cu suprafata redusa. Ca si in cazul magnetitei pure, dat fiind spectrul
dimensional aferent, sunt necesare investigatii suplimentare cu ajutorul microscopiei

electronice prin transmisie.
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Figura 16. Micrografii SEM pentru pulberea de FesOs@acid tartric

in figura 17 sunt prezentate transformatele Fourier ale spectrelor de infrarosu pentru
magnetitd, compusul organic vizat si magnetita acoperita. Se poate observa cd in spectrul
celei din urmi sunt prezente atit benzile de absorbtie de la 582 cm™ specifice legiturii Fe?*-
O? cat si absorbtii in zona 1000-1750 cm™ corelate cu legiturile interatomice —OH din

gruparea functionala -COOH, C=0 respectiv C-O, specifice acidului tartric.
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Figura 17. Spectrul FT-IR pentru proba de Fe3Os@acid tartric
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Figura 18. Variatia magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat pentru

nanoparticulele de Fe3Os@acid tartric la temperatura de 25°C

Variatia magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat pentru nanoparticulele de
Fe3Os@acid tartric la temperatura de 25°C este prezentata in Figura 18. Magnetita acoperita
prezintd un caracter superparamagnetic, ce o recomandd pentru aplicatii biomedicale. Proba

analizatd are o magnetizatie de saturatie de 26,3 emu/g, cu 55,4% mai mica decat in cazul
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magnetitei simple. Aceasta scadere este datoratd prezentei materialului de acoperire, implicit a
cresterii masei odatd cu addugarea unui al doilea component, lipsit de proprietdti magnetice.
Aceastd valoare depaseste insd valoarea de 10 emu/g suficientd pentru ca nanoparticulele

magnetice sa poata fi utilizate ca sisteme cu eliberare controlata.
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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 Fe304@Acid tartric

Analizele de microscopie electronica prin transmisie prezente in figura 19, realizate pe
magnetita acoperitd cu acid tartric, pun In evidenta reducerea aglomerarilor de magnetita
impreund cu cresterea dimensiunii medii ale particulelor de magnetitd. Aceste efecte se
datoreaza acoperirii cu acid tartric a particulelor de magnetita care compenseaza energia libera
a suprafetei celor din urma.

Din difractia de electroni pe arie selectatd se obsServa inelele de difractie specifice
magnetitei (compusul organic este ars in fasciculul de 300 kV, prezenta acestuia neputand fi
pusa in evidentd prin aceasta tehnica).

De altfel, se observa o largire a domeniului dimensional al particulelor de magnetita,

dimensiunile particulelor variind intre 3-15 nm, fata de magnetita neacoperita care a relevat
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prin observatie o limitd dimensionald superioard de 7 nm. Acest fapt se poate explica prin
prezenta in mediul sintezei a acidului tartric, care pe de o parte, modifica subtil pH-ul reactiei
de formare a Fe3Os si pe de alta, modifica tensiunea superficiala a solutiei ce conduce la o

morfologie si dimensionalitate particulara variata.
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Figura 20. Analiza termica complexa (TG/DSC) obtinuta pe proba de Fe3Os@Acid tartric

Tn intervalul 30-190°C are loc prima pierdere de masi (5,57%), insotita de un efect
endoterm cu minimul la 104,1°C (figura 20). Pierderea de masa este cauzatd de eliminarea
apei din proba si eventual, a unor grupari -OH de pe suprafata nanoparticulelor. Intrucat
magnetita are pe suprafata sa un strat de acid tartric este posibil sd retind mai multa apa
comparativ cu proba de magnetitd simpla. Pierderea unei cantitdti mai mari de apa duce si la
modificarea temperaturii la care apare peakul endoterm. Tn intervalul 190-245°C se
inregistreaza o pierdere de masa de 6,44%, insotita de un efect endoterm cu minimul la
203,4°C. Astfel pierderea de masa inregistratd este o descompunere, cel mai probabil a
acidului tartric (in functie de forma acidului tartric punctul de topire este situat intre 140-
206°C). Pierderea de masa este continuad in intervalul 245-320°C (3,71%) procesul fiind insotit
de un efect slab exoterm cu maximul la 264,8°C.

Degradarea oxidativa a reziduului organic continud in intervalul 320-500°C, cu o
pierdere de masa de 3,08% si efecte slabe exoterme la 353 si 411°C. Se observa apoi o mica
crestere de masa intre 620-640°C. In urma degradarii substantei organice se produce si un
reziduu carbonic, care reduce partial fierul de la suprafata nanoparticulelor. Apoi, dupa
indepartarea carbonului, fierul este oxidat la loc la Fe;O3 si asta duce la cresterea de masa

observatd. Pe langa acest proces exoterm se mai inregistreaza si transformarea de faza a
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maghemitei in hematit. Cele doua efecte sunt partial suprapuse cu maxime la 614 si 628°C.
Masa reziduala este 81,26%, de culoare negru-maroniu. Din calcule incarcarea magnetitei cu

acid tartric este 15,81%.
7.3 Caracterizarea biologica a materialelor obtinute

Pentru analiza viabilitatii si a capacitatii proliferative a celulelor, s-a utilizat metoda
MTT (prin folosirea unei truse rapide: Vybrant MTT cell Proliferation Assay kit, Molecular
Probe).

Tn figura 21 sunt prezentate grafic valorile absorbantei misurata la lungimea de unda
specifica culorii albastru (de 570 nm), pentru fiecare proba supusa analizei. Se determina astfel
continutul de formazan (ca rezultat al clivarii reactivului MTT (sdrii de tetrazoliu) de catre
oxidoreductazele mitocondriale din amestec), iar pe baza lui se poate cuantifica proliferarea
celulara. Comparand sistemele sintetizate cu proba de control (celule stem mezenchimale
netratate), nu se observa efecte semnificative ale acestora asupra metabolismului si viabilitatii
celulare, exceptie facand proba cu un continut in agent antitumoral (Fe3Os@AT+Irinotecan).
In acest caz se constati o reducere mai slaba a reactivului MTT, datoratd unui numér mai mic
de celule viabile dupa contactul cu materialul sintetizat. Asta denota un usor caracter citotoxic,
datorat cel mai probabil irinotecanului, al carui scop in fond este de a distruge celulele

(canceroase dar implicit si pe cele viabile intr-o oarecare masura).

VIABILITATE CELULARA

FE304 FE304@AT FE304@AT+rinotecan CONTROL
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Figura 21. Evidentierea proliferarii celulelor stem mezenchimale prin metoda MTT
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Un alt test utilizat cu scopul de a evalua efectul nanosistemelor sintetizate asupra
celulelor diploide umane in culturd a fost cel pentru stabilirea impactului acestora asupra
stresului oxidativ.

STRES OXIDATIV
370000

Luminiscenta

368000

: I I I
364000 I

FE304 FE304@AT FE304@AT+Hrinotecan CONTROL

Figura 22. Evidentierea capacitatii materialelor obtinute de a induce un stres oxidativ

In 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 cd proba reprezentatd de FesOs este singura care nu induce un stres oxidativ
semnificativ, celelalte 2 avand valori ale luminiscentei diferite de proba control, ca urmare a

prezentei agentului antitumoral Tn nanosistem dar si a acidului tartric.

Microscopia de fluorescenta (figura 23) arata ca celulele AFSC sunt predominant
viabile, probele obtinute au un slab efect citotoxic, confirmand astfel rezultatele biochimice.
Nu sunt observate celule moarte sau fragmente de celule, AFSC au o morfologie normala, cu
aspect caracteristic. AFSC prezintd extensii specifice unui fenotip activ, posibile datorita

activitatii citoscheletului, si sunt in general reprezentate de filamente de actina si microtubuli.
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Figura 23. Imagini reprezentative ale filamentelor de tubulind in prezenta

materialelor sintetizate

8. Concluzii

Proiectul a urmarit imbunatatirea strategiilor medicale care vizeazi terapia
cancerului, prin internalizarea celulara indusi a unui nou sistem nanostructurat de
eliberare tintita cu produs de cataboliza ca agent de acoperire si compus antitumoral
hidrofil. In vederea realizarii acestui tel si a minimizarii efectelor adverse negative ale
tratamentelor actuale, s-a urmarit atingerea a 5 obiective specifice (OS), dupa cum urmeaza:

OS1 - Obtinerea de nanostructuri tip Fe3Oa

OS2 — Obtinerea de Fe3O4 acoperitda cu nanostructuri multifunctionale — acid tartric
(FesOs@AT)

OS3 — Sinteza de FesOs@AT — Irinotecan (Citostatic hidrofil) utilizat ca sistem de
eliberare n terapia cancerului

OS4 — Caracterizarea morfologica si structurala a materialelor obtinute, evaluarea
proprietatilor magnetice

OS5 — Evaluarea biologica a materialelor obtinute
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Nanoparticulele de magnetita obtinute prin metoda coprecipitarii plecand de la
precursori anorganici de Fe** si Fe?*,au fost caracterizate printr-o serie de tehnici, reiesind
astfel caracterul nanostructurat si proprietatile magnetice ale acestora. Pentru crearea de
structuri core-shell cu miez magnetic s-a ales ca si compus multifunctional acidul tartric, cu
rol in protectia componentului magnetic pana la eliberarea tintita a agentului antitumoral, iar
gradul de incarcare a magnetitei cu acid tartric s-a dovedit a fi de 15,81%.

De altfel, odata cu adaugarea acidului tartric se observa o largire a domeniului
dimensional al particulelor de magnetitd, dimensiunile particulelor variind intre 3-15 nm, fata
de magnetita neacoperita, care a relevat prin observatie o limitd dimensionala superioara de 7
nm. Acest fapt se poate explica prin prezenta in mediul sintezei a acidului tartric, care pe de o
parte, modifica subtil pH-ul reactiei de formare a Fe3Og si pe de alta parte, modifica tensiunea
superficiala a solutiei ce conduce la o morfologie si dimensionalitate particulara variata.

In vederea obtinerii unor sisteme eficiente pentru terapia cancerului, a fost necesara o
acoperire suplimentara a structurilor miez-invelis cu un citostatic, mai exact unul cu un
caracter hidrofil (Irinotecan). Existd numerosi agenti antitumorali hidrofili care se pot utiliza
n tratamentul cancerului. Eliberarea lor dintr-un sistem cu miez magnetic poate fi activata cu
usurinta in prezenta unui cdmp electromagnetic ce functioneaza in domeniul 100-300kHz.
Selectia citostaticului hidrofil a fost corelata cu natura invelisului organic si cu specificitatile
structurale ale nanostructurii multifunctionale astfel incat sa fie asigurata o eliberare controlata
optima a citostaticului la locul tumorii.

Din punct de vedere al activitatii biologice, comparand sistemele sintetizate cu proba
de control (celule stem mezenchimale netratate), nu se observa efecte semnificative ale
acestora asupra metabolismului si viabilitatii celulare, dovedind un efect citotoxic redus si o

disponibilitate pentru utilizarea ca strategii medicale care vizeaza terapia cancerului.
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