Academia Oamenilor de Stiintd din Romania

RAPORT FINAL DE ACTIVITATE

Suporturi magnetice destinate
eliberarii inteligente de substante

biologice active

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

Cercetatori:
As. Univ. Drd. Ing. Ionela Andreea NEACSU

As. Univ. Drd. Ing. Vladimir Lucian ENE
Universitatea POLITEHNICA din Bucuresti

Noiembrie 2019



CUPRINS

L INETOTUCETE ... 3
1.1 Nanoparticule magnetice - aplicatii biomedicale...........ccccceverereniienininennen. 3
1.2 Suporturi magnetice destinate eliberarii de substante bioactive.............cceevueenee. 6
1.3 Modificarea suprafetelor nanoparticulelor de magnetita..............cocevviiiiienne 10
1.4 Rezistenta la antibiotice - o0 problema actuald .............cccocevviiiiinicne 12
1.5 Magnetita functionalizatd - aplicatii In tratarea infectiilor ..............cccoevrrnnne. 14
1.6 Substante biologic active cu efect antitumoral si antimicrobian ....................... 17

1.6.1 PeniCHliNG.......ccoiiiiiiiii i 17
1.6.2 FIUOArabing ........c.ccoviiiiiiiiie e 19
1.6.3 Canabidiol...........cooiiiiiiiic s 21

2. Materiale $1MEOAE........coivierieiiiieiie e 22
2. L MALEIIAIE ... 22
2.2 Metode de ODEINETE ......ocvveviiiiiiiieiisie i 22

2.2.1 SINEZA FE3014 vt 22
2.2.2 Sinteza Fe304@PeniCiling...........ccooveieiieiiiiiiiiesieieeeee e 22
2.2.3 Sinteza Fe304@Fludarabing............cccccoveiiiiiiiiiinieceee e 23
2.2.4 Sinteza Fe3Os@Penicilina+Fludarabing ............c.coovvviieienininiiicns 23
2.2.5 Sinteza Fe3O04@ChItOSAN ......cocviiiiiiiiii s 24
2.2.6 Sinteza Fe3O4@Chitosan+Canabidiol.............c.coovviiiiiiiiiiic 24
2.3 Metode de caracterizare morfo-structurald ...........ccoocvvvvvinniiniciieee, 25
2.4 Metode de caracterizare biologiCa in-VItr0 .........ccccevveerveieniieieere e ee e 26
2.4.1 Evaluarea calitativa a potentialului antimicrobian...........c.ccococvviiiiinnnns 26
2.4.2 Evaluarea cantitativa a potentialului antimicrobian..............ccccocviivernnnne 27
2.4.3 Evaluarea viabilitatii celulare — MTT ... 27



3. Rezultate si discutii

4. Concluzii................

5. Referinte bibliografiCe .........ccviiviiiiiiiii e



1. Introducere

1.1 Nanoparticule magnetice - aplicatii biomedicale

Magnetita [Fe3O4] este un mineral care poate fi obtinut in laborator, dar este regasit si
in naturd, rezultat In urma proceselor la temperatura ridicata, cedatd de lava vulcanica sau
ntélnit in roci metamorfice sau sedimentare. Aceasta are aplicatii in multiple domenii precum
in constructii, unde este utilizata sub forma granulata in ziduri cu scopul de protectie impotriva
radiatiilor, dar mai este utilizata si pentru filtrarea si curatarea apelor. Detaliile referitoare la
structura magnetitei au fost stabilite pentru prima datd in anul 1915 cand a fost realizata prima
difractie de raze X pe o structurd cristalind. Aceasta este un mineral din grupa oxizilor de fier
fiind cel mai rezistent, fata de acizi si baze, In cadrul caruia cei trei ioni de Fe se prezintd sub
forma: doi Fe®* si unul Fe?*. Magnetita cristalizeazi in sistemul cubic cu fete centrate, iar
suprafata cristalului este octaedru sau rombdodecaedru.

Magnetita prezinta un caracter feromagnetic puternic, dar se considera ca acesta este
influentat de marimea particulelor. Marimea necesard a particulelor pentru a obtine
superparamagnetism este estimata sub valoarea de 20 nm, in timp ce dimensiunea critica pentru
formarea unei structuri este estimata la 76 nm pentru cubic, cu toate cd valoarea critica
determinatd anterior pentru particulele cubice a fost de 160 nm.

Faptul ca marimea particulelor influenteaza magnetizatia acestora este cunoscut, insa
nu si in ce sens. Studiile recente au aratat ca saturatia magnetizarii va creste indiferent de
structura cristalind sau forma particulelor, ceea ce este contrar studiilor anterioare conform
carora saturatia magnetizdrii este mai scazutd pentru particulele sferice comparativ cu cele
cubice [1].

Domeniul biomedical a cunoscut, in ultimele decenii, o evolutie semnificativa, ca
urmare a dezvoltdrii materialelor la scala nanometricd. Biocompatibilitatea si toxicitatea
nanoparticulelor de oxid de fier sunt doua criterii care trebuie luate in considerare in cadrul
aplicatiilor biomedicale. In plus, particulele magnetice trebuie si prezinte o magnetizare
suficient de mare pentru a permite controlul deplasarii acestora in sistemul circulator catre
tesutul tinta, prin intermediul aplicdrii unui camp magnetic extern. Nanoparticulele de
magnetitd ce prezintd o perioada de retentie ridicatd in sistemul circulator, biodegradabilitate
si grad scazut de toxicitate, s-au dovedit a fi unele dintre cele mai promitatoare nanomateriale
pentru aplicatiilor biomedicale in vitro si in vivo [2, 3]. Tn Figura 1 sunt prezentate cateva dintre
posibilele aplicatii biomedicale ale nanoparticulelor de magnetite, iar cele mai importante vor

fi ulterior detaliate.
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Figura 1. Aplicatii biomedicale ale nanoparticulelor magnetice

Imagistica prin rezonanta magnetica nucleara (RMN) ca agent de contrast in
identificarea si marcarea tesuturilor canceroase. In cadrul acestei tehnici, nanoparticulele
magnetice sunt utilizate ca agenti de contrast, ghidati citre zonele de interes prin intermediul
unui camp magnetic extern, in scopul detectiei formatiunilor tumorale, putand face mult mai
sigura operatia. Prin aceastd metoda se obtin imagini mult mai clare comparativ cu alte tehnici
de imagistica si datorita proprietatilor sale biologice se elimina rapid din organism, fara a
produce efecte adverse [4].

In transportul si eliberarea controlati a medicamentelor unde magnetita este
functionalizata de obicei cu un sistem cu retea polimerica care sa il livreze in sistem in mod
constant pentru o perioada variabild de timp. Controlul asupra tintirii este favorizat de aspecte
precum: volumul moleculei, concentratia de compus, tipul de suprafata (hidrofob/ hidrofil) sau
elementele depuse pe aceasta (lipide, proteine).

In tratamentul cancerului prin hipertermie. In general, aceasta consta in utilizarea
caldurii din diferite surse precum unde electromagnetice sau ultrasunete pentru a distruge
celulele canceroase prin denaturarea proteinelor ce compun membrana celulara si citoplasma.

Ideea hipertermiei folositd ca inductor artificial de temperatura peste pragul de 46°C in corpul



uman existd de decenii. Hipertermia este de obicei folositd in combinatie cu alte terapii precum
chemoterapia sau radioterapia [5].

se produce vasodilatatie si reducerea vitezei de curgere a sangelui pentru mentinerea fluxului
constant in timpul ridicdrii presiunii in vas. In cazul in care tesutul tumoral este conectat la
rezerve de sange prin propriile vase, viteza scazuta a curgerii si diferentele de presiune
favorizeaza schimbul de gaze dintre spatiul extracelular si cel intratumoral, ducand la
concentratii mari de Oz in tesutul canceros, eficientizand radioterapia. Similar, sensibilitatea
chimica apare datoritda livrarii medicamentului. Aceste procese au loc in prima fazda a
hipertermiei (<43°C). Cand temperatura este ridicata la nivele letale (>43°C), hipertermia poate
afecta exteriorul tumorii prin hipoxia si acidoza tumorii datorate vitezei slabe de curgere a
sangelui.

Tehnologia bazata pe simpla aplicare a temperaturii este limitatd de localizarea si
greutatea cu care se poate ajunge la tumoare, precum si de efectele secundare datorate caldurii
care poate ajunge la tesuturi inconjuratoare sanatoase.

Folosirea nanomaterialelor poate combate aceste probleme. Tn expunerea
nanoparticulelor de oxid de fier la campuri magnetice alternative, caldura este generata de
relaxarea Neel si rotatia Browniana. In mod ideal, nanoparticule bifunctionalizate pot fi trimise
(prin tintire activa sau pasiva) catre tumord, unde se acumuleaza. Dacd un stimul extern este
aplicat, temperatura celulelor adiacente particulelor este maritd considerabil mai repede decat
celulele mai indepartate. In acest mod, celulele din vecinatatea particulelor pot fi distruse
selectiv, in acelasi timp reducind perioada de expunere a organismului la stimulii externi.

De asemenea, pe langd aplicatiile din domeniul biomedical si de ingrijire a sanatatii,
nanoparticulele magnetice pot fi utilizate si in domeniul agricol ca nanofertilizatori, anti-
fungici si pesticide, pentru protectia mediului (preventia poluarii si purificarea apei) [6], pentru
obtinerea celulelor fotovoltaice, in ingineria aerospatiald (dezvoltarea de senzori, electronice,
materiale inteligente), in ingineria constructiilor (nanoacoperiri, senzori nanometrici, aditivi,
agenti de pigmentare), in industria constructoare de masini, industria textild si in domeniul

electronicii [7].



1.2 Suporturi magnetice destinate eliberarii de substante bioactive

Majoritatea medicamentelor pentru terapia cancerului dezvoltate pana acum nu sunt
specifice pentru celulele maligne care trebuie vizate, acestea raspandindu-se n intregul corp
dupi injectare. In consecintd, pentru a atinge pragul minim de concentratie al oricarui
medicament anticanceros in locatia doritd, partile sdndtoase ale corpului sunt expuse unor
niveluri similare de medicament. Aceasta situatie limiteazd doza maxima a unui medicament
dat pe baza efectelor secundare de toxicitate.

De asemenea, deoarece majoritatea medicamentelor sunt prelucrate si excretate fie prin
ficat, fie prin rinichi, administrarea acestor medicamente la pacientii cu leziuni la rinichi sau
ficat poate determina niveluri de toxicitate insuportabile la pacient, cu imposibilitatea de a-I
metaboliza si elimina. Injectarea locala este, desigur, cea mai simpla strategie de directionare
pentru rezolvarea problemelor de mai sus, dar este limitatd la tumori cu dimensiuni
considerabile si limitata de accesibilitatea in regiunea tumorala.

Scopul final al terapiei anticanceroase ar trebui sd fie prelungirea timpului de
supravietuire si cresterea calitatii vietii pacientului. Prin urmare, cea mai mare necesitate in
cazul unui tratament al unei tumori este un sistem de administrare a medicamentelor care poate
furniza selectiv agenti anticancerigeni catre un tesut specific al medicamentului cu concentratia
necesard pentru zona respectiva, obtinandu-se astfel eficacitate terapeutica in acelasi timp cu
minimizarea efectelor secundare toxice.

Pentru a imbunatati indicele terapeutic al medicamentelor, eforturile specialistilor s-au
concentrat asupra dezvoltarii unor noi suporturi de transport care sa asigure o livrare {intitd a

substantei active (figura 2).
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Figura 2. Model de sistem complex pentru localizare si tratare a tumorilor
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Pana la momentul actual, forme variate de sisteme de transport au fost create, incluzand
utilizarea de materiale anorganice (nanoparticule de aur, materiale carbonice, silice
mezoporoasa), materiale hibride de tip compus anorganic-polimer sau chiar lipozomi (tabel 1).

Desi aceste noi suporturi prezintd avantaje precum Imbunatitirea solubilitatii
medicamentului si mentinerea prelungita a acestuia sub forma circulantd, utilizarea lor in
context clinic e impiedicatd de obstacole precum lipsa unei actiuni tintite la nivelul procesului

tumoral, o internalizare celulara scazuta si bioacumularea in tesuturile sdndtoase ce atrage dupa

sine efecte secundare importante.

Tabel 1. Mecanisme de baza si tipuri de nanoparticule utilizate pentru diferite sisteme pentru

diagnosticari §i terapie

Diagnosticare/terapie

Mecanism de baza

Tipuri de
nanoparticule

Actiunea
nanoparticulelor

Actiunea magnetica

Superparamagnetice

MRI asupra spinului | Moment magnetic | Agent de contrast [8]
electronic al H ridicat
Inerte
- . Afinitate Biocompatibile Livrare de
Chimioterapie . o .
biomecanica Suprafete medicamente [9]
functionalizate

Chimioterapie

Activare termica
Desorbtie temporal
ajustabila

Suprafatd specifica
mare
Legare
specifica

chimica

Eliberare controlata
a medicamentelor

Facicul de neutroni

fotonilor

: : Reactii nucleare . Captarea neutronilor
Terapie cu neutroni .. cu sectiune
(fisiune) 5 [10]
transversalda mare
. Magnetice
) ) . . | Absobtie g N
Hipertermie magnetica . Moment magnetic | Incalzire [11]
electromagnetica -
ridicat
. : Activarea
Emisie de fotoni. - :
. o .. 5 N fotosensibilizatorilor
Terapie fotodinamica | Conversie interna a | Polimerice

Producerea de specii
citotoxice

O alternativa promitdtoare pentru tratamentul cancerului relevd capacitatea agentilor
terapeutici de a atinge Tn mod selectiv tinta doritd dupa administrarea intravenoasa. Conceptul

sistemelor bazate pe nanoparticule (NP) implica un grad ridicat de specificitate, ceea ce face



ca aceste nanoparticule sd fie candidati de neegalat pentru urmatoarea generatie de metode de
administrare a medicamentelor. Perspectiva acestei noi generatii de sisteme ar trebui sa poata
efectua, pe langa specificitate si efecte terapeutice, procese active cum ar fi monitorizarea starii
celulelor prin indicatori fizici sau activitati specifice celulare prin emisia de semnale reactive.
Aceste dispozitive, daca sunt realizate, vor constitui adevarate platforme capabile sa gazduiasca
mai multe componente care ar putea indeplini Tn mod activ sarcini specifice de diagnosticare
si functii terapeutice la scara celulara.

Cu toate acestea, mai multe procese-cheie trebuie sa fie adaptate inainte ca nivelurile
de specificitate moleculara sa poata fi atinse, cum ar fi modul in care medicamentul este stocat
n nanoparticule; mecanismul care conduce NP spre obiectiv; barierele biologice care trebuie
depasite. Fiecare dintre aceste evolutii are propriile sale provocari tehnice si implicd domenii
de cercetare diferite, astfel incat fiecare solutie trebuie luata in considerare din puncte de vedere
al specificitatii sale inainte ca acestea sa fie integrate intr-un singur rezultat.

Stocarea concentratiilor mari de medicament poate fi realizata in principiu pe baza
raportului suprafatd / volum (Rsv); 1n particule perfect sferice cu diametrul mediu de 5 nm,
Rsv poate depasi valoarea de = 3,3 nm?. In functie de caracteristicile sale chimice,
medicamentul care trebuie administrat poate fi atasat la NP-uri dupa o functionalizare adecvata
a suprafetei libere prin utilizarea unor grupuri terminale adecvate, acest lucru este efectuat de
obicei prin intermediul adsorbtiei fizice a acestuia in timpul sintezei purtatorilor sau prin
atasare covalenta la orice grupare a suprafetei reactive.

Avantajul utilizarii nanoparticulelor in tintirea selectiva a tumorilor este potentialul de
a furniza o doza concentratd de medicament in vecinatatea (sau chiar in interiorul) tesutului
tintd, reducand expunerea la medicament a celulelor sandtoase. Acest lucru se poate face prin
intermediul interactiunilor fizice sau al atasarii pasive / active. Directionarea fizica poate fi
realizata prin ghidarea nanoparticulelor superparamagnetice cu ajutorul unui camp magnetic
extern.

Exista cateva exemple care aratd o acumulare reusita a particulelor superparamagnetice
aplicate intravenos, care vizeaza locatii specifice prin intermediul unor magneti externi.
Directionarea pasiva are avantajul efectului imbunatatit al permeabilitatii si retentiei (EPR) al
tesuturilor tumorale.

Efectul EPR este o consecintd a unei arhitecturi vasculare incomplete, datorata
vascularizarii rapide, care este orchestratd de catre tumoare pentru a furniza substantele
nutritive necesare extinderii sale rapide. Aceasta vascularizare cu scurgeri permite extravazarea

macromoleculelor circulante, precum si a particulelor mici din interiorul interstitiului tumoral,
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care, impreund cu alti factori, cum ar fi drenajul limfatic slab, determind acumularea de
medicamente.

Celalalt mod de a elibera medicamente la tinta doritd implica functionalizarea suprafetei
nanoparticulelor cu anticorpi monoclonali sau liganzi la receptorii legati de tumoare, profitand
de capacitatea de legare specificd intre un anticorp si antigen sau intre ligand si receptorul sdu.
In cadrul acestei abordari, pot fi exploatate mai multe diferente intre celulele canceroase si cele
normale, incluzand: proliferarea necontrolatd, insensibilitatea la reglarea negativa a cresterii si
semnalele anti-crestere, angiogeneza si metastazarea.

Este bine cunoscut faptul cd, pentru majoritatea celulelor canceroase, rata de crestere
este mai rapida decat in cazul celulelor normale. Un mecanism care std la baza acestei cresteri
este actiunea receptorilor care permit absorbtia factorilor de crestere prin endocitoza mediata
de receptor, mai eficient decét in cazul celulelor normale.

Aceste NP ar putea fi folosite ca un "cal troian" pentru a elibera agenti anticancerosi,
prin acoperirea suprafetei nanoparticulelor cu anticorpi sau liganzi care se leaga in mod specific
la acesti receptori. Un exemplu de “marker” tumoral foarte selectiv este receptorul de folat,
care este absent din tesuturile normale sau este inaccesibil pentru medicamentele circulante
datorita localizarii apicale polarizate in celulele endoteliale normale.

Cu toate acestea, acest receptor este pe deplin accesibil si hiperactiv in multe tipuri de
celule canceroase, inclusiv in cancere ovariene, de creier, rinichi, san si de plaman. Astfel,
celulele canceroase pot capta in mod eficient folatul, o forma de vitamina B solubila in apa,
care este necesard pentru a creste si a se divide.

Una dintre strategiile ce vizeaza celulele tumorale pentru receptorul folat se bazeaza
pe susceptibilitatea receptorului de folat la proteinele de endocitoza care sunt legate covalent
de acesta. Aceasta strategie a fost folosita de mai multe grupuri de cercetare pentru a ardta ca
nanoparticulele functionalizate cu acid folic (un ligand cu afinitate mare pentru receptorii de
folat) pot fi internalizate cu succes in interiorul celulelor tumorale (figura 3).

O alta diferentd a celulelor canceroase fata de cele normale care ar putea fi exploatatd
este capacitatea lor dobandita de a evita apoptoza, definita ca un set de procese celulare

programate care duc la moartea celulelor.
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Figura 3. Transport intracelular de medicamente

O modalitate de a evita apoptoza intr-o anumita varietate de tumori umane, care include
cancerul pulmonar, colon, pancreas, prostata si de san, implica supraexpunerea de catre celulele
maligne a unei proteine care inhiba acest proces, cunoscuta sub numele de survivin. Aceasta
proteind este prezenta din timpul dezvoltarii embrionare, dar este absentd In majoritatea
tesuturilor normale, terminologic diferentiate. Prin urmare, survivinul ar putea fi utilizat ca un
antigen tumoral. Deoarece s-au dezvoltat mai multi anticorpi impotriva survivinului,
imunoterapia ar putea fi o abordare conceptuald pentru tratarea tumorilor survivin-pozitive

[12].
1.3 Modificarea suprafetelor nanoparticulelor de magnetita

Dupa obtinerea nanoparticulelor de magnetitd, este necesara mentinerea lor in forma
coloidala. Ferofluidele sunt suspensii ale nanoparticulelor magnetice (Fe3Os sau Fe203), care
formeaza fluide magnetizabile, ce rdman suspendate in faza lichidd indiferent de intensitatea
campurilor magnetice care actioneaza asupra lor. Astfel, datoritd compozitiei lor, ferofluidele
posedd o combinatie unica de fluiditate si susceptibilitate magnetica. Fara acoperirea suprafetelor,
nanoparticulele au proprietati hidrofobe, datoritd raportului dintre suprafata specifica si volum.
Datoritd interactiunilor hidrofobe dintre nanoparticule, acestea se vor aglomera cu formarea unor
clustere. Acestea din urma au forte de atractie magnetica dipol-dipol puternice. Astfel, cand doua
clustere se apropie unul de celalalt, campurile lor magnetice se intrepatrund si cele doud continua
sd se magnetizeze. Remanenta magnetizarii permanente a nanoparticulelor determind formarea
agregatelor [13].

Pentru a evita formarea de agregate datorate magnetizarii dar si a fortelor van der Waals,

este indispensabila modificarea suprafetelor nanoparticulelor. Unii stabilizatori, cum ar fi
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surfactantii sau polimerii (naturali sau artificiali), sunt adaugati la momentul prepararii pentru a
Tmpiedica agregarea nanoparticulelor.

In domeniul medical modificarea suprafetelor implic indeosebi si atasarea unor liganzi de
directionare, cum ar fi molecule capabile sa recunoasca ADN-ul, in vederea tratarii tumorilor. De
asemenea, pe langa aceste molecule, nanoparticulele pot fi functionalizate cu substante biologic
active, care se vor lega de nanoparticule prin intermediul unor compusi polimerici, formand legaturi
de hidrogen cu acestea [14]. Aceste tipuri de legaturi sunt slabe, iar odata cu cresterea temperaturii,
se vor rupe, eliberand medicamentul intr-o anumita cantitate.

Chitosan - agent de stabilizare

Nanoparticulele superparamagnetice de oxid de fier acoperite cu chitosan au fost
studiate pentru aplicatii biomedicale, cum ar fi livrarea de medicamente, terapia genica,
imagistica si biosensibilizarea [3].

Varianta naturald a chitosanului este chitina, aceasta fiind a doua cea mai intalnita
polizaharida naturald. Provenienta chitinei este de naturd animald, aceasta fiind sintetizata de
crustacee, fungi si insecte in forma microscopica de microfibrile, fiind componenta majoritara
din exoscheletul artopodelor si al peretilor celulari ai fungilor. Sursa comerciald majoritara a
chitinei este reprezentatd de deseurile din industria fructelor de mare, cum ar fi carcasele

crabilor si ale crevetilor .

HaGa

Chitin

Deacetylation

OH OH H OH
HiC- A/ Q Q Q 0 /CH&
° ,LA = L 0 o
HO NH, HO NH, HO NH, HO NH,
Chitosan
Figura 4. Structura chimica a chitinei i a chitosanului [15]
Spre deosebire de chitina, care este formatd numai din unitati de N-acetilglucozamina,
chitosanul reprezinta varianta partial deacetilata a acesteia, fiind un polimer liniar format din

glucozamina si N-acetilglucozamind (figura 4). Scopul deacetildrii este de a induce

solubilitatea chitinei Tn apa. Chitosanul este solubil in solutii diluate de acizi cum ar fi acidul
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acetic, lactic, malic, formic sau succinic. La pH 6 acesta devine policationic §i poate
interactiona usor cu moleculele Incarcate negativ (proteine, acizi grasi, polizaharide anionice,
fosfolipide). Cu toate acestea, chitosanul este considerat a fi un polimer hidrofil [16].

Formele utilizate ale chitosanului in domeniul biomedical sunt gelurile,
microparticulele, filmele si sub forma de agenti de acoperire. De asemenea, produsele medicale
pe baza de chitosan cele mai uzuale sunt suplimentele alimentare, agenti de vindecare a ranilor,
dispozitivele hemostatice si transportorii de medicamente.

Principalele proprietdti care au determinat utilizarea chitosanului in domeniul
biomedical sunt: biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, lipsa toxicitatii. Acesta este un
material cu proprietati hemostatice, analgezice, antifungice si antibacteriene [17].

Biocompatibilitatea pare a fi determinatd de prezenta glucozaminei (in urma studiilor
realizate de Baldrick), aceasta fiind componenta majoritara a chitosanului fiind totodata
produsi si de organismul uman din glucozi. In schimb, activitatea hemostatica si
antimicrobiana este atribuitd caracterului policationic al polizaharidei, fiind implicat in
aglutinarea eritrocitelor si formarea cheagurilor de sdnge. Activitatea antimicrobiand este data
de interactiunile electrostatice dintre structurile policationice si componentele anionice de pe

suprafata microorganismelor [18].
1.4 Rezistenta la antibiotice - 0 problema actuala

Descoperirea antibioticelor cu numai opt decenii in urma a provocat o revolutie in
metodele de terapie practicate in medicina umana [19]. Tn prezent, antibioticele sunt cei mai
obisnuiti agenti antibacterieni, utilizati cu eficacitate ridicata pentru tot felul de infectii
chirurgicale si asociate dispozitivului. Chiar daca utilizarea acestora a determinat o crestere a
sperantei de viatd in térile in curs de dezvoltare, o serie de efecte secundare au survenit din
cauza consumului excesiv, a suprasolicitarii si a utilizarii abuzive a antibioticelor [20]. Printre
acestea se numara si rezistenta la antibiotic (RA), un fenomen alarmant la nivel global, ale
carui efecte pe termen lung sunt controlate de catre World Health Organization (WHO) si
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) [21]. Aceasta problema este si mai grava in
contextul unei rate reduse a investitiilor din industria farmaceuticd in dezvoltarea de noi
antibiotice mai puternice. Pentru a depasi rezistenta la antibiotice, o solutie imediata pare a fi
eliberarea unei doze mai mici de bactericide deja existente direct in zona infectata, cu ajutorul
unui suport de eliberare inteligenta a substantei active [19].

De asemenea, numeroase nanoparticule sunt studiate din punct de vedere al activitatii

antimicrobiene, pentru a imbundtdti capacitatea acestora de penetrare a biofilmului bacterian,

12



de generare de specii reactive de oxigen si uciderea bacteriilor, oferind o metoda noua de
combatere a infectiilor [22].

Factorii si mecanismele de aparitie a RA au fost identificate, Tnsa sunt necesare mai
multe cercetdri in acest domeniu, mai ales pentru a crea noi antibiotice care s fie mai eficiente
impotriva microorganismelor patogene usor adaptabile. Este bine cunoscut faptul ca RA a
condus la rate ridicate de morbiditate si mortalitate in rdndul populatiei, scaderea
productivitatii, pierderi economice, agravarea conditiilor de viatd legate de sandtate, a avut
implicatii psihologice si a dus la cresterea costurilor de diagnostic si tratament. Utilizarea
medicamentelor antibacteriene in ultimele decenii a provocat modificari genetice si biochimice
ale bacteriilor pentru a le asigura supravietuirea si multiplicarea. Rezistenta la antibiotice poate
fi explicata ca o serie de evenimente genetice care duc la modificari biochimice ale genomului,
precum mutatii.

In cazul bacteriilor rezistente la antibiotic, moleculele sunt modificate structurale astfel
incat sa previna legarea antibioticului, prin urmatorul mecanism, evidentiat si in figura 5:
blocarea antibioticelor de la intrarea in celule, inactivarea antibioticelor (cum ar fi degradarea
enzimaticd) si iesirea antibioticelor din celuld inainte de legarea la aceasta, prin intermediul

unor pompe puternice de eflux [23].

Efflux pump

Plasmid

Antibiotic

Figura 5. Mecanismul de actiune al bacteriilor rezistente la antibiotic [23].

Efectul bolilor infectioase asupra morbiditatii si mortalitatii este semnificativ in randul
populatiei. De exemplu, in 2007 si numai in statele membre ale UE, inclusiv Islanda si
Norvegia, aproximativ 25 000 de persoane au decedat din cauza unor bacterii, cele mai
frecvente fiind Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae si Pseudomonas aeruginosa [23].
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Studii recente vizeaza implicarea strategiilor ecologice pentru tratarea infectiilor prin
utilizarea compusilor naturali, de exemplu extracte de plante si uleiuri volatile. Deoarece
utilizarea antibioticelor si a altor antimicrobiene a devenit mai putin eficientd, de multe ori este
necesara utilizarea unor cantititi mari de medicamente active pentru a rezolva infectiile care
pun 1n pericol viata.

Agentii antimicrobieni utilizati in cantitati mari se pot dovedi a fi toxici pentru pacienti,
provocand reactii adverse severe, prin urmare una dintre cele mai dorite strategii
antimicrobiene se bazeaza pe folosirea de suporturi nanometrice pentru transportul si controlul
eliberarii substantei active.

Recent, din cauza rezistentei bacteriilor la antibioticele sintetice, a existat o tendintd de
utilizare de agenti derivati din plante care prezinta proprietdti antimicrobiene, cum ar fi
utilizarea uleiurilor esentiale [24]. In ciuda efectelor lor antimicrobiene dovedite, utilizarea
uleiurilor esentiale este inca limitata in terapia antiinfectioasa datorita stabilitatii scazute si
volatilitatii ridicate a compusilor activi. Din acest motiv, suporturile nanometrice pentru
transportul si controlul eliberarii substantei active sunt, de asemenea, necesare pentru a obtine

cele mai bune rezultate si in cazul acestui tip de terapie.
1.5 Magnetita functionalizata - aplicatii in tratarea infectiilor

In ultimii ani, cercetitorii au valorificat potentialul nanoparticulelor de magnetiti
(MNP) pentru a fi utilizate in inhibarea cresterii microbiene si formarii biofilmelor in cazul
multor specii patogene, cum ar fi fungi, drojdii si bacterii si, de asemenea, pentru a trata bolile
infectioase specifice acestora.

Candida albicans: Chifiriuc et al. [25] au raportat productia de nanoparticule de
magnetitd functionalizata, cu diametru maxim de 20 nm, folosind o metoda de precipitare, cu
acid oleic ca surfactant si ulei esential de Rosmarinus officinalis ca agent antimicrobian.
Suspensia de nanoparticulele de tip core-shell a fost utilizata pentru a acoperi un cateter prin
aplicarea unui cdmp magnetic, in timp ce uleiul esential a fost adsorbit intr-un tratament
secundar de acoperire. Autorii au raportat ca principalele componente observate ale
Rosmarinus officinalis au fost 40,596% eucaliptol, 11,389% camfor, 10,19% cariopilina si
18,42% a-pinen. Cateterul acoperit cu nanoparticule magnetice si ulei esential a aratat un efect
inhibitor distinct al biofilmului C. albicans ntr-o maniera dependenta de timp pana la 72 de
ore. Biofilmele C. albicans crescute pe suprafetele nanomodificate au scazut cu pana la
aproximativ 85% in comparatie cu cateterul neacoperit, asa cum au observat autorii folosind

CLSM.
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Nanocompozite cu diametre medii de 7-17 nm constand in magnetita, nanoparticule de
argint si chitosan au manifestat un efect antimicrobian considerabil impotriva C. albicans.
Valorile concentratiei minim inhibitorii (CMI) ale nanocompozitelor, in functie de continutul
de argint, au fost cuprinse intre 0,9 si 12,6 mg/L. Nistatinul, un medicament antifungic utilizat
pe scard larga, a fost atasat cu succes in nanoparticulele de magnetitd acoperite cu chitosan.
Sistemul astfel obtinut, cu un diametru mediu de 8 nm, a prezentat o activitate antifungica

Escherichia coli: Studii recente au raportat obtinerea de nanoparticule magnetite
(MNP) acoperite cu chitosan si grefate cu cefalosporine, care prezinta proprietati antibacteriene
mari Tmpotriva E. coli. Microsferele magnetice de chitosan s-au preparat prin precipitarea
chimicd umedi a ionilor Fe** si Fe®* in solutie apoasd cu chitosan si hidroxid de sodiu.
Antibioticele testate au fost cefepima, ceftriaxona, cefuroxima si cefoperazona.
Cefalosporinele au fost bine incapsulate in microsferele de chitosan cu magnetita, pastrandu-si
proprietdtile si fiind avantajoase pentru administrarea conventionalda a medicamentului,
deoarece prin utilizarea acestei abordari magnetita / chitosan, concentratia minim inhibitorie a
fost scazuta de la 2 la 7,8 ori pentru tulpinile testate cu E. coli. De asemenea, s-a observat ca
temperatura de uscare a microsferelor de magnetita / chitosan rezultate a fost foarte importanta,
deoarece s-a constatat ca un tratament la 100 °C a avut ca rezultat aproximativ jumatate din
valoarea concentratiei minime inhibitorii, comparativ cu situatia cand temperatura a fost de 50
°C [27].

MNP grefate cu poliacrilamida (10-20 nm) au fost raportate ca avand proprietati
bactericide excelente, in special in eliminarea microbilor din apa. Concentratia minima
inhibitorie a acestor MNP pe E. coli a fost de 60 pg / mL, iar autorii au subliniat faptul ca
radicalii de superoxid si hidroxid produsi de oxidul de fier par a fi cauza unor leziuni bacteriene,
deoarece pot provoca stres oxidativ membranelor si ADN-ului.

S-a constatat ca MNP modificate cu acid poli gama-glutamat de sodiu (PGA) scad CMI-
urile antibioticelor comerciale Linezolid si Cefaclor impotriva E. coli, comparativ cu solutiile
antibioticelor simple. Pentru tulpina E. coli ATCC 8739, MNP acoperite cu PGA au prezentat
0 valoare CMI mai mica (<0,5 pug / mL) decat linezolid (16 pg / mL) si cefaclor (8 pg / mL),
dar valorile mai mari pentru CaPGA -MNP acoperite (128 pg / mL). S-a constatat ca PGA-
MNP-urile acoperite nu reduc valorile CMI pentru tulpina E. coli O157: H7 comparativ cu
antibioticele comerciale, dar cu toate acestea au aratat o anumitd inhibare impotriva tuturor

tulpinilor testate [28].
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Alt studiu a aratat, de asemenea, ca dextranul este mai eficient ca mediu de acoperire
in ceea ce priveste activitatea bactericidd comparativ cu zaharoza. Autorii au demonstrat in
acelasi studiu c@ parametrii cum ar fi compusii hidroxilici, speciile generate de oxigen activ,
dimensiunea redusd a nanoparticulelor si utilizarea zaharurilor specifice pentru conversia
enzimatica microbiand joaca un rol semnificativ in eficacitatea si mecanismul bactericid [29].

Staphylococcus aureus: S-au raportat, de asemenea, MNP acoperite cu chitosan obtinut
prin metoda coprecipitarii si grefate cu doud antibiotice aminoglicozidice selectate (kanamicina
si neomicind). Sistemele de chitosan-magnetita acoperite cu aminoglicozide s-au dovedit a
avea o activitate antibiotica exceptionala impotriva tulpinilor de S. aureus.

Ca o aproximatie, cantitatile de kanamicina sau neomicina utilizate cu nanoparticule de
chitosan-magnetita necesare pentru a opri cresterea S. aureus a fost jumatate din cantitatea
acestor antibiotice necesare fara MNPs. Motivul acestei activitati antimicrobiene exceptionale
a fost raportul dintre suprafata superioara a suprafetei MNP-urilor si, prin urmare, suprafata
disponibild mai mare a antibioticului care intra Th contact cu microorganismele.

In lucrarea lui Chifiriuc si colab. anterior descrisa s-a mentionat ca chitosanul a avut un
efect pozitiv asupra activitatii antimicrobiene prin buna incapsulare a cefalosporinelor,
facandu-le disponibile pentru interactiunea cu microorganismele bacteriene.

Grumezescu si colab. [30] au constatat ca nanoparticulele de magnetita sferice care
contin eugenol si preparate prin metoda precipitarii au avut o foarte buna activitate anti-
aderenta impotriva formarii biofilmului S. aureus.

Pentru a prepara astfel de nanoparticule, acidul 3-hidroxibutiric-co-3-hidroxovaleric,
alcoolul polivinilic si eugenolul au fost utilizate ca fazd organica pentru prepararea emulsiei,
care dupd sonicare, aditie de apa, evaporarea solventului si centrifugare, au condus la
nanoparticulele respective. MNP cu eugenol s-au fabricat si prin evaporare LASER pulsat
asistatd de 0 matrice (MAPLE). Marimea MNP a fost mai mica de 10 nm si studiile
microbiologice au demonstrat ca astfel de MNP cu eugenol au avut o activitate foarte buna
anti-biofilm Tmpotriva S. aureus.

MNP acoperite cu chitosan-carboximetilceluloza s-au dovedit a avea 0 activitate
antibiotica imbunatatita cand s-au incorporat cu antibiotice cunoscute. Astfel de MNP FezO4 /
chitosan-carboximetilceluloza s-au dovedit a spori considerabil (2% -10%) eficacitatea in
administrarea de medicamente precum peniciline, macrolide, aminoglicozide, rifampicine si
chinolone Tmpotriva S. aureus.

Astfel de MNP pot fi utilizate ca transportori ai antibioticelor prin cresterea eficientei

lor fard a fi citotoxici si fard sa influenteze ciclul celulei eucariote HCT8 [31].
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1.6 Substante biologic active cu efect antitumoral si antimicrobian
1.6.1 Penicilina

Penicilinele sunt un grup de medicamente antibacteriene care atacd o gama largd de
bacterii. Acestea au fost primele medicamente de acest tip pe care medicii le-au folosit.
Descoperirea si fabricarea penicilinelor au schimbat fata medicinii, aceste medicamente
salvand milioane de vieti.

Penicilinele sunt un grup de antibiotice beta-lactamice derivate din specia genului
Penicillium. Cele mai cunoscute exemple sunt benzilpenicilina (penicilina G) (injectie) si
fenoximetilpenicilina (penicilina V) (forma orala acida) (figura 6).
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Figura 6. Formule structurale pentru cele mai cunoscute exemple de penicilind

Aproximativ 10% dintre pacientii aflati in tratament raporteaza reactii alergice la
peniciline; totusi, pand la 90% din ele nu sunt de fapt alergice. Reactiile alergice grave pot
aparea numai la aproximativ 0,03% dintre pacienti.

Penicilinele actioneazi in special asupra bacteriilor Gram-pozitive. In prezent, multe
tulpini de bacterii au devenit rezistente la terapia cu penicilind datoritd utilizérii irationale a
antibioticelor rezistente la penicilind. Penicilina este un antibiotic cu un spectru bactericid
relativ redus Tmpotriva germenilor gram-negativi, care a dus la derivatele sale ca ampicilina,
avand un spectru bactericid impotriva Gram negativ si Gram-pozitiv.

Oamenii atribuie Tn general descoperirea penicilinei lui Alexander Fleming. Istoria
releva ca acesta s-a intors n laboratorul sau intr-0 zi, in septembrie 1928, pentru a gasi un vas
Petri care contine bacteriile Staphylococcus, cu capacul deschis. Vasul a devenit contaminat

cu un mucegai albastru-verde numit Penicillium notatum. Fleming remarca faptul ca exista un
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inel clar care inconjoarda mucegaiul in care bacteriile nu au putut sa creasca. Descoperind
aceasta matrita si recunoscand utilizarea ei, Fleming a pus comunitatea stiintifica in miscare
pentru a crea unul dintre cele mai utile medicamente din istoria medicald. Desi Fleming a
descoperit din punct de vedere tehnic primul antibiotic, oamenii de stiinta au trebuit sa faca o
multime de studii inainte ca penicilinele sa devina disponibile pentru uz general.

In discursul de acceptare al Premiului Nobel al lui Fleming, el a avertizat ci o utilizare
excesiva a penicilinelor ar putea duce intr-o zi la rezistenta bacteriand. Acest lucru a devenit o
problema. Contrar opiniei populare, nu este persoana care dezvolta rezistenta la peniciline, ci
insasi bacteria.

Exista trei moduri in care bacteriile pot dezvolta o imunitate la penicilina:

Penicilinaza: Bacteriile sunt uneori capabile sa produca penicilinaza, o enzima care
degradeaza penicilinele. Aceastd capacitate se poate raspandi in intreaga populatie bacteriana
printr-un mic ciclu de ADN Tintr-un proces numit conjugare. Acesta este echivalentul bacterian
al reproducerii sexuale, in care organismele individuale Impartasesc noi informatii genetice
ntre ele.

Structura bacteriana modificata: Unele bacterii pot schimba subtil formatul
proteinelor care leaga penicilina in peretele peptidoglican, astfel incat penicilinele sa nu se mai
poata lega de acesta.

Eliminarea penicilinei: Alte bacterii dezvolta sisteme pentru a elimina penicilinele.
Bacteriile au pompe de eflux pe care le folosesc pentru a elibera substante din celula. Activarea
unor astfel de pompe poate permite celulei sa elimine penicilinele [32].

Aceastd clasa de medicamente a avut un impact puternic asupra tratamentelor
medicamentoase. Pana la descoperirea antibioticelor, leziunile la rani si bolile, cum ar fi
sifilisul, au fost aproape intotdeauna mortale. In mai putin de un secol de la descoperirea
penicilinei, antibioticele au salvat peste 200 de milioane de vieti.

Medicamentele din clasa penicilinda lucreaza prin spargerea indirectd a peretilor
celulelor bacteriene. Ele fac acest lucru prin actionarea directa pe peptidoglicani, care joaca un
rol esential in structura celulelor bacteriene.

Peptidoglicanii creeaza o structurda asemanatoare unei plase in jurul membranei
plasmatice a celulelor bacteriene, care mareste rezistenta peretilor celulari si impiedica intrarea
fluidelor si a particulelor externe in celuld. Cand o bacterie se inmulteste, in peretii celulei se
deschid orificii mici, pe masura ce celulele se divid. Peptidoglicanii noi produsi apoi umplu
aceste orificii pentru a reconstrui peretii. Penicilinele blocheaza structurile proteice care leaga

peptidoglicanii impreund. Acest lucru impiedica bacteria sa inchida gaurile din peretii celulei.
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Deoarece concentratia de apa a fluidului inconjurator este mai mare decat cea din interiorul
bacteriei, apa trece prin orificii in celula si bacteria se activeaza [33].

Unele efecte secundare ale penicilinei pot fi: diaree, greata, dureri de cap, eruptii
cutanate si urticarie, dificultdti de respiratie sau respiratie neregulatd, dureri articulare,
inflamatie si aparitie a inflamatiei sau rosetii fetei, gura si limba dureroase, uneori cu eruptii
albe, crampe abdominale, spasme, sensibilitate sau durere. Reactiile adverse rare includ:
anxietate, frica sau confuzie, senzatie de pericol iminent, halucinatii, ingalbenirea ochilor si a

pielii, dureri in gat, sangerari neobisnuite, diaree si urinare redusa, convulsii.
1.6.2 Fludarabina

Fludarabina (figura 7) este un agent antineoplazic utilizat pentru tratamentul cancerului.
Este cel mai frecvent utilizat pentru pacientii cu leucemie limfocitara cronica (Chronic
lymphocytic leukemia — CLL), desi poate fi utilizat si pentru alte tipuri de cancer.

Medicamentul este disponibil sub forma de solutie injectabila sau pentru administrare orala.
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Figura 7. Formula structurald a Fludarabinei

A fost raportat un radspuns citoreductiv favorabil la pacientii cu limfom
limfoplasmocitoid si la un numar mai mic de pacienti cu limfom cu celule T cutanat, CLL de
origine celulard T sau leucemie prolimfocitard. Datele recente sustin, de asemenea, utilizarea
fludarabinei, fie ca o componenta a unui regim non-mieloablativ de conditionare sau pentru
atingerea unui stagiu al bolii reziduale minime, la pacientii supusi unor transplanturi de celule
stem din sangele periferic sau transplant de maduva osoasa. Fludarabina a prezentat, de
asemenea, activitate in tratamentul limfoamelor cu celule T cutanate, micoza fungoida si
sindromul Sézary, limfom limfoplasmocitoid, incluzand macroglobulinemia Waldenstrom si
leucemie prolimfocitara. Cu toate acestea, este necesard o evaluare suplimentara la populatii
mai mari de pacienti.

Dovezile clinice din studiile comparative privind leucemia limfocitara cronica (CLL)
sugereazd cd fludarabina este cel putin la fel de eficace ca si CAP (ciclofosfamida,

doxorubicina si prednison) sau CHOP (ciclofosfamida, vincristind, doxorubicind si prednison)
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la pacientii netratati anterior, mai eficace decat clorambucilul in ceea ce priveste rata de raspuns
si durata de supravietuire la pacientii netratati anterior cu ajutorul chimioterapiei. In plus,
terapia secventiald cu fludarabind si citarabind a demonstrat o buna eficacitate in tratamentul
leucemiei acute, precum si monoterapia cu fludarabina si terapia asociatd in limfomul non-
Hodgkin de grad scazut.

Fludarabina este furnizata ca parte a unui regim terapeutic, combinata cu alti agenti
chimioterapeutici. Lucreaza prin atacarea proceselor metabolice din celulele canceroase,
inhiband cresterea lor si, eventual, fortandu-le sd moara. Acest medicament este foarte eficient
pentru pacientii care nu au raspuns la terapia primara. Ca medicament anti-cancer, fludarabina
poate avea efecte secundare grave, care se manifesta prin atacarea atat a celulelor canceroase
cat si a celulelor sanguine sdnatoase. Poate provoca anemie, sistem imunitar slabit, pneumonie.

In tratamentul leucemiei limfocitare cronice, s-a demonstrat ci raspunsul la
monoterapia cu fludarabina este puternic corelat cu stadiul bolii, amploarea tratamentului
chimioterapeutic anterior si rdspunsul la chimioterapia anterioara.

Pentru tratamentul CLL, doza recomandatd de fludarabind este de 25 mg / m?,
administrata sub forma de perfuzie intravenoasa de 30 de minute, sau sub forma de injectie
intravenoasa zilnic timp de 5 zile si repetatd la intervale de 28 de zile. Dozele de 20 pana la 30
mg / m? / zi timp de pani la 5 zile consecutive, repetate la fiecare 3 pana la 5 siptimani, in
asociere cu citarabina, in tratamentul leucemiei acute si ca terapie cu un singur agent sau
combinat in NHL au fost, de asemenea, utilizate cu succes. Reducerea dozei de fludarabina pe
baza valorilor degajarii creatininei este recomandatd la pacientii cu insuficientd renala
cunoscutd sau suspectata; medicamentul este contraindicat la cei cu degajare de creatinina <
30 mL/ min (1,8 L/h).

Mecanismele postulate pentru activitatea antitumorald a fludarabinei includ
intreruperea sintezei ADN si ARN prin incorporarea metabolitului activ F-ara-A (9-beta-D-
arabino-furanozil-2-fluoroadenin) trifosfat (F-ara-ATP), alungirea lanturilor de acid nucleic,
inhibarea polimerazelor ADN si ARN, primaza ADN, ligaza AND, ribonucleotid reductaza si
potentarea activitatii deoxicitidin kinazei.

Atat studiile in-vitro cat si cele in-vivo au evidentiat apoptoza ca un mod suplimentar
important de moarte celulara indusa de fludarabina. Totusi, importanta relativd a inhibarii
sintezei ADN si ARN 1n inducerea procesului apoptotic de catre fludarabina nu a fost complet
elucidata. In-vitro, fludarabina a demonstrat o citotoxicitate dependenta de concentratie si de

timp Tmpotriva liniilor de celule leucemice umane. S-a demonstrat ca fludarabina potenteaza
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activitatea unui numar de agenti antitumorali in-vitro, incluzand citarabina, cisplatina,
mitoxantrona si azotatul de galiu.

Fludarabina are activitate antitumorala in-vivo impotriva unei game largi de modele de
tumori murine $i s-a demonstrat cd induce radiosensibilizarea in modelele carcinomului mamar
murin MCA-a, sarcoma SA-NH, MCA-K si MCA-4. Mecanismul de radiosensibilizare indus
de fludarabina pare sd implice eliminarea celulelor in faza S prin apoptoza si sincronizarea
celulelor ramase intr-o faza de ciclu celular mai radiosensibild. Fludarabina a redus, de
asemenea, numarul de limfocite capabile sa prolifereze si sa declanseze respingerea, la soareci,
dupa iradierea totald a corpului, sugerand un posibil potential imunosupresor al fludarabinei in
conditionarea transplantului maduvei osoase.

Recent, utilizarea chimioterapiei combinate pe bazd de fludarabina a demonstrat
utilitatea promitatoare ca regim non-mieloablativ de conditionare in transplantul de maduva
osoasd alogend sau transplant de celule stem din sange periferic la pacientii cu malignitati
hematologice [34].

Medicamentele profilactice pot fi oferite pentru a preveni infectia, numai la
recomandarea oncologului. Un efect secundar potential al fludarabinei este sindromul de liza
tumorald, care, netratat, duce la insuficienta renald. Aceasta complicatie poate fi observata si
in cazul medicamentelor chimioterapeutice. Reactiile adverse frecvente includ greata,
varsaturi, cdderea parului, singerari, vanatai, ameteli, confuzie. In cazuri rare, fludaranii pot fi

neurotoxici atunci cand sunt eliberati in doze foarte mari [34].
1.6.3 Canabidiol

Produsele naturale care provoaca apoptoza celulelor canceroase sunt surse importante
uleiuri esentiale (canabidiol — CBD) este una din cele mai la indeméana solutii. Pe langa faptul
ca sunt ingrediente naturale care nu au efecte adverse, sintetizarea uleiurilor din plante

medicinale este un proces foarte ieftin [25, 35-37].

HO

Figura 8. Formula structurala a Canabidiolului
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Canabidiolul (figura 8) este un tetrahidrocanabinol derivat din Canabis Sativa cu
numeroase aplicatii medicale, care std la baza Epidiolex, primul medicament pe baza de CBD

aprobat in 2018 de catre US Food and Drug Administration pentru tratarea epilepsiei.
2. Materiale si metode

2.1 Materiale

Sulfatul feros heptahidrat (FeSO4-7H20), clorura ferica (FeCls), hidroxidul de sodiu
(NaOH), acidul acetic, chitosanul (CS), Canabidiolul (CBD), Penicilina (Pen) si Fludarabina
(Flu) au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich. Toti compusii prezinta puritate analitica si au

fost utilizati fara purificari prealabile.
2.2 Metode de obtinere
2.2.1 Sinteza Fe304

Sinteza nanoparticulelor de magnetita a fost efectuata Folosind metoda co-precipitarii
descrisa mai jos, dupa cum urmeaza [38]:

Pentru obtinerea a 1g de magnetita, 1,29 de FeSO4 - 7H20 si 1,4g de FeCls sunt
solubilizate Tn 200mL apa deionizata sub agitare magnetica. O alta solutie este obtinuta prin
solubilizarea a 1,5g de NaOH in 100mL apa deionizata, conferind astfel un pH alcalin mediului
de reactie, necesar procesului de co-precipitare. Prima solutie (care contine ioni de fier) este
adaugata peste solutia de NaOH, 1n picaturd, pastrand viteza de picurare constanta cu ajutorul
unei pompe peristaltice. Reactia are loc la temperatura camerei (25°C) la o valoare a pH-ului
fixa, de 10. Dupa finalizarea procesului de picurare, decantarea acceleratd a nanoparticulelor
de magnetita este realizata prin plasarea unui magnet puternic dedesubtul vasului ce contine
dispersia. Dupa decantare, faza lichida este eliminata, precipitatul fiind spalat cu apa ultrapura
pentru a indeparta coprodusii de reactie si posibilul exces de NaOH. Spalarea se repeta pana la
stabilirea pH-ului de 7 si pana cand excesul de ioni clorura nu mai poate fi pus in evidenta prin
reactia acestuia cu AgNO3. Dupa spalare, nanoparticulele sunt uscate in etuva la 60°C pentru

24 ore. Pulberea obtinuta va fi referentiata in continuare ca Fe304.
2.2.2 Sinteza Fe3Os@Penicilina

In vederea obtinerii nanoparticulelor de magnetiti cu un continut de 20% (procente
masice) de substantd bioactiva cu efect antimicrobian (Penicilind), in solutia bazicd de NaOH

s-a addugat masa echivalenta de medicament aferenta 1g de magnetita si amestecul rezultat a
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fost supus omogenizarii pana la solubilizare. Solutia precursoare de ioni de Fe (II si III) a fost
pregatita in aceleasi conditii ca cea din cazul FezO4 pur.

Prima solutie (care contine ioni de fier) este addugatd peste solutia de NaOH care
contine si penicilina, in picaturd, pastrand viteza de picurare constantd cu ajutorul unei pompe
peristaltice. Reactia are loc la temperatura camerei (25°C) la o valoare a pH-ului fixa, de 10.
Dupa finalizarea procesului de picurare, se realizeazd separarea, spdlarea, si uscarea
precipitatului similar proceselor descrise anterior. Pulberea obtinuta va fi referentiatd in

continuare ca Fe3Os@Pen.
2.2.3 Sinteza Fe3Os@Fludarabina

In vederea obtinerii nanoparticulelor de magnetiti cu un continut de 20% (procente
masice) de substanta bioactiva cu efect antitumoral (Fludarabind), in solutia bazica de NaOH
s-a adaugat masa echivalentda de medicament aferentd 1g de magnetita si amestecul rezultat a
fost supus omogenizarii pana la solubilizare. Solutia precursoare de ioni de Fe (II si III) a fost
pregatitad in aceleasi conditii ca cea din cazul FezO4 pur.

Ca si 1n sintezele precedente, solutia care contine ioni de fier este adaugata peste solutia
de NaOH care contine si penicilina, in picdturd, pastrand viteza de picurare constanta cu
ajutorul unei pompe peristaltice. Reactia are loc la temperatura camerei (25°C) la o valoare a
pH-ului fixa, de 10. Dupa finalizarea procesului de picurare, se realizeaza separarea, spalarea,
si uscarea precipitatului similar proceselor descrise anterior. Pulberea obtinuta va fi referentiata

Tn continuare ca FesO4@Flu.
2.2.4 Sinteza FesOs@Penicilina+Fludarabina

In vederea obtinerii nanoparticulelor de magnetiti cu un continut de 20% (procente
masice) de substanta bioactiva cu efect antitumoral (Fludarabind) si antimicrobian (Penicilind)
cumulat, in solutia bazica de NaOH s-au adaugat impreuna masele echivalente de medicamente
aferente 1g de magnetita, iar amestecul rezultat a fost supus omogenizarii pana la solubilizare.
Solutia precursoare de ioni de Fe (II si I1I) a fost pregatitd in aceleasi conditii ca cea din cazul
FeszOq4 pur.

Ca si 1n sintezele precedente, solutia care contine ioni de fier este adaugata peste solutia
de NaOH care contine si fludarabina si penicilind, in picatura, pastrand viteza de picurare
constanta cu ajutorul unei pompe peristaltice. Reactia are loc la temperatura camerei (25°C) la

o valoare a pH-ului fixa, de 10. Dupa finalizarea procesului de picurare, se realizeaza separarea,
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spalarea, si uscarea precipitatului similar proceselor descrise anterior. Pulberea obtinuta va fi

referentiatd in continuare ca FesO4@Pen+Flu.
2.2.5 Sinteza FezO4@Chitosan

In vederea obtinerii nanoparticulelor de magnetiti acoperite cu chitosan, primul pas in
sintezd a fost reprezentat de obtinerea unei solutii de acid acetic 5% in care va fi ulterior
solubilizat chitosanul. Astfel, 2g CS au fost adaugate in 300 mL solutie CH3COOH 5% si lasate
la agitare magneticd timp de 3 ore la temperatura camerei, pand la solubilizare completa.
Clorura ferica si sulfatul feros heptahidratat, in proportiile stoichiometrice descrise in sintezele
precedente au fost dizolvate in solutia ce contine chitosan.

Aceastd solutie a fost addugata peste solutia de NH4OH, in picatura, pastrand viteza de
picurare constantad cu ajutorul unei pompe peristaltice. Reactia are loc la temperatura camerei
(25°C) la o valoare a pH-ului fixa, de 10, prin adaugare treptata de hidroxid de amoniu. S-a
constatat faptul ca pentru o mentinere a pH-ului la valoarea stabilita, cantitatea de hidroxid de
amoniu adaugata a fost mai mare, pentru compensarea aciditdtii date de acidul acetic din solutia
precursoare de ioni de fier.

Dupa finalizarea procesului de picurare, decantarea accelerata a nanoparticulelor de
magnetita este realizatd prin plasarea unui magnet puternic dedesubtul vasului ce contine
dispersia. Dupa decantare, faza lichida este eliminata, precipitatul fiind spalat cu apa ultrapura
pentru a elimina coprodusii de reactie si posibilul exces de NH4sOH pana la stabilirea pH-ului
de 7 si pana cand excesul de ioni clorurd nu mai poate fi pus in evidenta prin reactia acestuia
cu AgNOs. Dupa spalare, nanoparticulele sunt uscate in etuva la 60°C pentru 24 ore. Pulberea

obtinuta va fi referentiata in continuare ca FesO4@CS.
2.2.6 Sinteza Fez04@Chitosan+Canabidiol

Pentru a obtine nanoparticule de magnetita acoperita cu chitosan, cu un continut de 20%
(procente masice) de substantd bioactivd cu efect antitumoral (CBD), in solutia bazica de
NH4OH s-a adaugat masa echivalenta de medicament aferentd 1g de magnetitd si amestecul
rezultat a fost supus omogenizirii pani la solubilizare. In solutia precursoare de ioni de Fe (II
si IIT) pregatita n aceleasi conditii ca cea din cazul Fe3O4 a fost addugata solutia de chitosan
n acid acetic, apoi s-au urmat pasii descrisi anterior. Pulberea obtinuta va fi referentiata in

continuare ca FesO4@CS+CBD.
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2.3 Metode de caracterizare morfo-structurala

Pentru studiul cristalinitatii sistemelor obtinute si identificarea fazelor componente,
acestea au fost supuse unei analize de difractie de raze X (XRD), fiind Tn acelasi timp o metoda
de analizd rapida si reproductibili. n acest scop s-a folosit un difractometru Panalytical
Empyrean cu geometria Bragg-Brentano, ce utilizeaza radiatie de tip Cu K, cu lungimea de
undi A=1.054 A, la 40 mA si 45 kV. Pulberile au fost mojarate in prealabil iar determinirile au
fost realizate la temperatura camerei, domeniul studiat fiind cuprins intre valori ale unghiului
de difractie 26 de 10° si 80°, cu pas de 0.02° si timp de achizitie per pas de 100s.

Microscopia electronica de baleiaj (SEM) a fost utilizata in scopul investigarii
caracteristicilor morfologice si dimensionale ale nanoparticulelor obtinute. Metoda prezinta
avantajul unor mariri care le depasesc cu mult pe cele permise de microscoapele optice si se
caracterizeaza printr-0 adancime de cadmp mult mai mare. Probele pulverulente au fost fixate
pe un suport port-obiect cu banda dublu adeziva de C si introduse 1n incinta de analiza a unui
microscop electronic de baleiaj Inspect F50, produs de compania FEI (Oregon, Statele Unite
ale Americii), imaginile obtinute fiind realizate prin inregistrarea fasciculului de electroni
secundari rezultat, cu energie de 30 keV.

Spectroscopia 1n infrarosu cu transformatad Fourier (FT-IR) permite, pe baza vibratiilor
de intindere sau de deformare specifice legaturilor chimice si gruparilor functionale existente
in compusul analizat, obtinerea de informatii cu privire la legaturile stabilite intre suporturile
magnetice utilizate pentru realizarea sistemelor de eliberare controlata prezentate in aceasta
lucrare. Spectrele IR au fost obtinute folosind un echipament de tip Nicolet iN10 MX FT-IR
Microscope. Acesta este dotat cu un detector de tip MCT, racit cu azot lichid, si permite
realizarea de masuritori in domeniul 4000 cm™ - 400 cm™. Tnregistrarea spectrelor s-a realizat
in modul reflexie, la o rezolutie de 4 cm™, pentru fiecare spectru fiind realizate 32 scaniri care
au fost ulterior suprapuse si convertite in absorbanta cu ajutorul softului OmincPicta (Thermo
Scientific).

In scopul obtinerii imaginilor de microscopie electronici prin transmisie (TEM), o
cantitate redusd de proba pulverulenta a fost dispersatd in etanol pur si supusd unui tratament
cu ultrasunete, timp de 15 minute. Ulterior, proba a fost amplasata pe o grila de cupru acoperita
cu carbon si lasata sd se usuce, la temperatura camerei. Obtinerea imaginilor TEM a fost
posibila prin analizarea probei cu ajutorul unui microscop electronic prin transmisie de inalta

rezolutie de tip Tecnai G2 F30 S-TWIN echipat cu SAED, produs de compania FEI (Oregon,
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Statele Unite ale Americii). Acest microscop functioneaza 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 termicd complexd (TG/DSC) a fost realizata cu ajutorul unui Sistem de analiza

termica complexda STA (TG/DSC) - FTIR — GCMS, NETZSCH STA 449 F3 Jupiter, efectuand

o incélzire a probei cu viteza constanta pana la 1000 °C.
2.4 Metode de caracterizare biologica in-Vitro

Tulpinile utilizate pentru acest studiu, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida
albicans ATCC 10231 si Escherichia coli ATCC 25922, au fost obtinute din colectia de tulpini
a laboratorului de Microbiologie, Facultatea de Biologie, Universitatea din Bucuresti. Acestea
au fost mentinute in mediu nutritiv cu 20% glicerol la -80 °C si Insdmantate in agar, astfel incat
s-a obtinut o suspensie microbiani de densitate 1-3x108 UFC/mL (UFC — unititi formatoare de
colonii), corespunzatoare standardului 0.5 MacFarland.

Evaluarea proprietatilor antibacteriene ale sistemelor pe baza de penicilind s-a facut
prin doud metode, una cantitativa si una calitativa.

Nanopulberile au fost sterilizate prin expunere la radiatii UV timp de 30 min, apoi au
fost realizate suspensii de concentratie de 20 mg/ mL in apa dublu distilata, sub agitare
viguroasa.

Determinarea spectrului de sensibilitate la antibiotice se poate realiza prin tehnici calitative si
cantitative. In primul caz, tulpina microbiani este pusi in contact direct cu diferite antibiotice
aflate Tntr-o anumita concentratie pe cand in cazul celei de-a doua tehnici tulpina microbiana
este pusa in contact cu concentratii variabile ale aceluiasi antibiotic. Prin intermediul acestor
tehnici se va determina valoarea concentratiei minime inhibitorii (C.M.1.), concentratia la care

un antibiotic inhiba multiplicarea microorganismelor printr-un efect bacteriostatic.
2.4.1 Evaluarea calitativa a potentialului antimicrobian

Evaluarea calitativa a potentialului antimicrobian s-a realizat pe o placa Petri ce contine
mediu Mueller Hinton, Insdmantatd in panza cu tamponul, utilizand ca inocul o suspensie
microbiand de densitate 1-3x10® UFC/mL (UFC - unititi formatoare de colonii),
corespunzatoare standardului 0.5 MacFarland. S-a urmat procedura descrisd de standardul
CLSI 2018 pentru tehnica antibiogramei. Astfel, se insereaza un tampon in solutia din eprubeta
pentru a prelua din inocul, se elimina excesul de lichid si apoi se traseaza linii 1n zig-zag cu

virful tamponului pe mediul de culturd, avand grija sd nu se patrunda in mediu. Placa se intoarce
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la 90° si se reia procesul de insamantare. Aceasta procedura se mai repeta inca o data. La final,
se traseaza un cerc maginal. Dupa incheierea procesului de Tnsaméantare se pipeteaza 5 pL de
suspensie anterior pregatita.

Ca si medii folosite, pentru bacterii s-a utilizat geloza nutritiva (obtinuta prin dizolvarea
agarului) iar pentru levuri s-a utilizat Sabourand (are un pH acid si astfel impiedica cresterea
bacteriilor dar permite dezvoltarea fungilor). Placile insamantate au fost incubate timp de 24
de ore, la 37°C. Dupa aceastd perioada, microorganismele cresc si se multiplica iar dupa ce
trece perioada de incubare se masoard diametrul zonei de inhibitie cu ajutorul unei rigle
gradate. Se observad de asemenea si dacad agentul antimicrobian inglobat in material difuzeaza

sau nu Tn mediul de cultivare
2.4.2 Evaluarea cantitativa a potentialului antimicrobian

Pentru stabilirea concentratiei minime inhibitorii (CMI) a pulberilor obtinute, s-a
utilizat o metoda cantitativa, bazatd pe realizarea unor microdilutii seriale binare in mediu
lichid (bulion simplu), repartizat steril in plici cu godeuri. In primul godeu al fiecirui sir s-a
adaugat o cantitate de sistem bioactiv corespunzatoare unei concentratii de Smg/mL. Ulterior,
cu ajutorul unei micropipete s-au realizat dilutii binare, pornind de la godeul 1 (concentratie
Smg/mL) pana la godeul 8 (unde concentratia finald va fi de 0.002441406 mg/mL). Dupa
realizarea microdilutiilor, in fiecare godeu s-au addugat 15 pl suspensie microbiand de
densitate 0.5 McFarland (1-3x108 UFC/mL (UFC — unititi formatoare de colonii). Plicutele
insamantate au fost incubate 24h la 37 °C, iar dupa incubare s-a stabilit macroscopic valoarea
CMLI, pentru fiecare sistem in parte, ca fiind ultima concentratie la care nu s-a mai observat

cresterea microbiand, respectiv aparitia turbiditatii mediului.
2.4.3 Evaluarea viabilitatii celulare - MTT

Testul MTT se bazeaza pe studiul activitatii dehidrogenazei. Daca celulele sunt tratate
cu anumiti compusi, ei trebuie dizolvati intr-un solvent adecvat. Testarea acestora a fost
realizata in trei exemplare, ulterior mediindu-se rezultatele . Perioada de contact dintre celule
si compus a variat in functie de tipul celulei si de compusul de interes. Liniile de control celular
cu un numar bine determinat de celule (peste care nu a fost adaugat compusul de testat) sunt
pastrate. Dupa perioada de incubare, mediul de cultura este indepartat.

Pentru celulele aderente, mediul este aspirat, iar pentru celulele cultivate in suspensie,
placa in care au fost crescute este centrifugata la 200 rpm la 4 °C timp de 5 minute, dupa care

mediul este indepartat. In fiecare godeu se adaugi 10 pL solutie MTT si 90 pL mediu de cultura
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specific fiecarei linii celulare (MTT se adaugd la mediu la o concentratie finald de 0,5 mg /
mL).

Compozitia mediului poate influenta valorile densitétilor optice. Daca mediul contine
fenol rosu, pe placa se adauga godeuri de control (“blank”-uri contindnd numai solutie MTT si
mediu de cultura celulard). Placa a fost incubata la 37 °C in termostat timp de 4 ore sau pana
cand cristalele intracelulare de formazan violet au fost vizibile pe microscop.

Dupa perioada de incubare, solutia de lizare a celulelor este adaugata in fiecare godeu.
Placa a fost acoperitd si incubata In intuneric pand cand celulele au fost lizate si cristalele

violete s-au dizolvat. Absorbanta a fost cititd la o lungime de unda cuprinsa intre 550-600 nm.
3. Rezultate si discutii

Difractograma de raze X inregistrata pentru proba de FesO4 este reprezentata in figura
9. Se identifica prezenta magnetitei ca unica faza cristalind, cristalizata in sistem cubic (Fd-
3m), conform datelor tabelare disponibile in fisa PDF4+ [04-009-8425] [39]. Maximele de
difractie specific FesO4 sunt caracterizate de indicii Miller (111), (220), (311), (400), (422) si
(511).

Gradul de cristalinitate al materialului obtinut este unul scdzut, demonstrat prin
prezenta haloului de difractie la unghiuri mici. Dimensiunea de cristalit se poate estima ca fiind
redusd, maximele de difractie avand o latime mare la jumatatea Tnaltimii (FWHM). Prezenta
substantelor biologic active utilizate pentru functionalizare sau a chitosanului nu poate fi

determinata prin intermediul acestei metode, nefiind materiale cristaline.
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Figura 9. Difractograma de raze X pentru pulberea de Fe;O4
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Din analiza termica complexa prezentata in figura 10, aferentd pulberii de Fe3Oa4, se
observa ca proba sufera o pierdere de masa lenta, continua, in intervalul temperatura camerei
—900 °C, mai rapida pana in 400 °C si mai lenta apoi (raportul pierderilor de masa temperatura
camerei - 400°C / 400°C - 900 °C este de 2.33). Pe curba DSC se observa o serie de efecte
endoterme si exoterme suprapuse. In principiu procesele endoterme sunt cauzate de pierderea
unor molecule de apa, grupari -OH slab legate la suprafata sau alte molecule volatile. La
temperaturi mai mare se elimina si gruparile —OH legate covalent pe suprafata nanoparticulelor.

Procesele exoterme sunt oxidari, de exemplu magnetita sufera un proces de oxidare in
jur de 300 °C - 400 °C cand trece in maghemita. Acest proces de oxidare apare ca un efect
exoterm pe curba DSC. Maghemita trece mai departe in hematit, transformare fizica vizibila
prin efectul exoterm de la 528.2 °C, procesul fiind specific tuturor probelor de magnetita (in
functie de dimensiuni, proces de sinteza etc. variaza aceasta temperatura, dar in general se
situeaza in intervalul 500 °C — 600 °C). Masa reziduala este de 91.78%, formata din hematit

de culoare rosu inchis.
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Figura 10. Analiza termicd complexa pe pulberea de Fe304

Comparand rezultatul analizei termice complexe realizata pe pulbereca de magnetita
neincdrcata cu substante biologic active, cu rezultatele pentru celelalte materiale obtinute, se
observa diferente in ceea ce priveste raportul intre pierderea de masa inregistrata pana in 400 °C
si cea de dupa 400 °C. Substanta organicad existentd pe probd se va descompune/oxida la

temperaturi pana in 400 °C.
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Figura 11. Analiza termicd complexd pe pulberea de Fe304@Pen

Tn cazul pulberii de FesO4@Pen acest raport este de 5.81 si indica 0 incircare mare cu
substanta organica (in acest caz penicilind) prin comparatie cu magnetita simpla. La proba
aceasta incarcarea pare a fi cea mai mare (figura 11). Transformarea maghemita / hematit, are
loc la 500.2 °C, temperatura mai scazuta decat pentru magnetita simpla, ca urmare a
modificarilor induse de arderea substantei organice de pe suprafata nanoparticulelor in etapele

anterioare. Masa reziduala este de 93.53%.

TG /% DSC /(mW/mg)
105 Peak: 390.0 °c‘d. Peak: 560.9 °C o1, Fiadar o T exo
TG 1.5
reen . -DSC
100 1.0
. Mass Change: -1.86 % 0_5
954 =" —_— 10.0
Mass Change: -4.98 % . ‘_‘:n
50 _ o ) -0.5
Residual Mass: 93.10 %.(5?.9.6 c) 1.0
85 -1.5
-2.0
80

100 200 300 400 500

Temperature /°C

600 700 800

Figura 12. Analiza termica complexd pe pulberea de Fe30.@Flu

Proba aferenta FezOs@Pen sufera o pierdere de masa lenta, continua, in intervalul
temperatura camerei — 900 °C, mai rapid pana n 400 °C si mai lenta apoi (raportul pierderilor
de masa temperatura camerei — 400 °C /400 °C - 900 °C este de 2.67) (figura 12). Acest raport
este mai mare decat la magnetita simpla, dar nu semnificativ mai mare, ceea ce indica o retinere

a fludarabinei pe magnetita, dar in cantitate mai mica decat precum penicilina anterior
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analizati. Pe curba DSC se observa o serie de efecte endoterme si exoterme suprapuse. In
principiu procesele endoterme sunt cauzate de pierderea unor molecule de apa, grupari -OH
slab legate la suprafata sau alte moleculele volatile.

La temperatura mai mare (peste 150 °C — 200 °C) se elimina si gruparile —-OH legate
covalent pe suprafata nanoparticulelor si se oxideaza substanta organica existenta. De
asemenea magnetita sufera un proces de oxidare in jur de 3 °C - 400°C (se observa maximul
exoterm de la 390 °C, dar poate sa fie si 0 suprapunere cu arderea compusului organic) cand
trece in maghemita. Maghemita trece mai departe in hematit, transformare fizica vizibila prin
efectul exoterm de la 560.9°C. Tn cazul in care in urma oxidarii substantei organice mai rimane
carbon, atunci acesta este oxidat la CO.dupa 500 °C, efectul exoterm suprapunandu-se peste

cel al transformarii maghemita-hematit. Masa reziduala este de 93.10%, formata din hematit.
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Figura 13. Analiza termicd complexd pe pulberea de FesOs@Pen Flu

In cazul probei complexe, ce are in componenti fludarabina si penicilind, se poate
observa din analiza termicd complexa o incarcare bund cu substante organice, prin comparatie
cu magnetita simpla, ca urmare a raportului de 4.07 intre pierderea de masa pana in 400 °C si
dupa 400 °C. Tn acest caz incircarea este situatd Tntre valoarea obtinuta la penicilina si cea
obtinuta la fludarabina. Masa reziduala in acest caz este de 92.16%.

Din imaginile de microscopie electronica de baleiaj prezentate in figura 14,
corespunzatoare materialelor sintetizate n cadrul acestui proiect, se observa caracterul
nanostructurat al pulberilor obtinute. Nanoparticulele de Fe3Os sunt prezente in toate
esantioanele, mai ales dispuse in aglomerate, cu o morfologie sferica si diametrul intre 5 nm si

20 nm pentru esantionul standard.
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Figura 14. Micrografii SEM pentru pulberile obtinute
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Analizand pulberea Fe3O04@CS, se observa formarea nanoparticulelor de magnetita cu
un diametru intre 3 nm si 7 nm. Acoperirea nanoparticulelor cu un strat polimeric de protectie
a determinat o dimensiune mai micd a particulelor in comparatie cu proba standard, cu o
tendintd mai micd de agregare, ca urmare a scaderii tensiunilor de suprafata si a magnetizarii.

Din imaginile de microscopie electronica prin transmisie in caAmp luminos (TEM)
prezentate Tn figurile 15a si 15b se confirmd informatiile prezentate la SEM, particulele
obtinute au dimensiuni cuprinse intre 10-20 nm si morfologie poliedrala. Se observa ca in cazul
probei de magnetita simpla particulele au tendintd mare de aglomerare, care scade insd dupa
adaugarea polimerului. Acest fapt evidentiaza din nou modificarile care au avut loc la suprafata
Fe3O4 si care sunt menite sa 1i confere un plus de stabilitate in contact cu fluidele fiziologice

si oxigenul din sénge.

FesOs

F6304@Flu

Figura 15a. Imagini TEM in camp luminos si de inaltd rezolutie (HR-TEM) pentru pulberile obtinute
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In cazul pulberilor cu un continut teoretic de substantd biologic activd de 20% se
observa depunerea unui strat subtire, de cativa nm grosime, de substanta necristalina (asociata

cu penicilina, fludarabina, chitosanul sau uleiul esential de canabidiol) pe suprafata particulelor

de magnetita cristalina.

FesO4@Pen

Fe:Os@Pen+Flu

FC304@CS

Figura 15b. Imagini TEM in cAmp luminos i de inalta rezolutie (HR-TEM) pentru pulberile obtinute
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In figurile 16 si 17 sunt prezentate cu intentia studiului comparativ spectrele FT-IR ale
materialelor obtinute. Se observi in spectrul caracteristic Fe3O4 prezenta benzii de la 551 cm™,
specifica legaturii Fe-O din structura magnetitei, care scade usor in absorbantd odata cu
introducerea substantelor biologic active sau a polimerului. De asemenea, dupa adaugarea
chitosanului, o serie de benzi caracteristice acestuia se pot identifica, cu precidere la 1622 cm™
si 1520 cm, atribuite gruparilor amida I si amidi I, la 1062 cm™ specifici legiturii C-O din
structura zaharidelor, iar la 1374 cm™ s-a regisit deformarea gruparii -CH3. Banda larga din
regiunea 3000 cm™ - 3500 cm™ este corespunzitoare vibratiei de intindere a legiturilor N-H si
O-H, iar cea de la 2900 cm™ corespunde vibratiei de intindere a legiturii C-H.

Dupa introducerea uleiului natural, se observa o crestere in absorbantad a benzilor din
regiunea corespunzatoare vibratiei de Intindere a legaturilor O-H, precum si aparitia citorva
benzi noi, specifice acestuia. Se remarci astfel cele 2 benzi de la 1622, respectiv 1520 cm™ ce
caracterizeaza vibratia de intindere a legaturii C=C din nucleul benzenic, precum si cele 2 de
la 2853 cm, respectiv 2923 cm, specifice grupirii metilen din structura CBD.

0.1 {Fe304@CS1CED

Fe304
tFel04@Ccs

/i&
3 g TEY
G'Uf-: g % /"‘/
g 006! % & /L /U
;o § e g [\ f
© o H\ A . /,/’j\\_ )
0,044 / \/\ ] ? % J\ﬂ \\\\J F','/
: Vo WL Ay
003! /ﬁ\\-/\"/ \ J\, / Jl \\”"’/\J//
: P 2N ™ / w’\vw A /
[ TN
= N TRl

3500 T T an B T T R 00 )
Wavenumbers {cm-1)

Figura 16. Spectrele FT-IR pentru pulberile de Fe;O., Fe;0«@CS si Fe;O«@CS+CBD

Analizand spectrul FT-IR al magnetitei incarcata cu penicilina si fludarabina simultan,
se observa aparitia benzii specifica gruparii carbonil C=0 din structura agentului antimicrobian
(penicilina) la numirul de undi de 1620 cm™, respectiv a vibratiilor antisimetrice de intindere
caracteristice legaturii P-O (v3) din structura agentului antitumoral (fludarabina) la numarul de
undi de 1101 cm™, ceea ce confirmi adsorbtia cu succes a ambilor agenti terapeutici pe

suprafata magnetitei.
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Figura 17. Spectrele FT-IR pentru pulberile de Fe;O.@ Pen+Flu

Evaluarea efectului antimicrobian s-a realizat pe materiale pulverulente, prin
determinarea diametrului zonei de inhibitie a cresterii (metoda calitativd) si a concentratiei
minim inhibitorii (metodd cantitativd). Rezultatele au ardtat cad materialele supuse analizei
prezintd efecte antimicrobiene diverse in functie de continutul in agenti terapeutici, dar si in

functie de tipul de microorganism testat (C. albicans, S. aureus, E. coli).
Inhibitia cresterii
12

10

Ddiametrul zonei de inhibitie [mm)]

Fe304 Fe304@Flu Fe304@Pen Fe304@Pen+Flu

B Staphylococcus Aureus M Escherichia Coli ® Candida albicans

Figura 18. Evaluarea diametrului zonei de inhibitie a cresterii microorganismelor
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Din punct de vedere calitativ (figura 18) s-a observat ca materialele sintetizate si luate
in analiza prezinta efect antimicrobian raportat la toate microorganismele studiate, cu o
specificitate impotriva S. aureus. Este de mentionat faptul ca, desi fludarabina este utilizata
drept agent antitumoral, aceasta prezinta si un efect antimicrobian remarcabil, rezultatele
obtinute in cazul pulberii Fe3Os@Flu fiind comparabile cu cele obtinute in cazul pulberii

FesOs@Pen.

Concentratia minim inhibitorie (CMI)
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Figura 19. Reprezentare graficd a concentratiei minim inhibitorie materialelor obtinute

In figura 19 sunt prezentate rezultatele evaluirii cantitative a activitatii antimicrobiene
pentru pulberile pe baza de magnetita si substante biologic active. In aceastd metoda de analiza,
o valoare scazutd a concentratiei minim inhibitorie (CMI) este asociatd cu un caracter
antimicrobian pronuntat. Se observa astfel o buna corelare a informatiilor rezultate cu cele
anterior prezentate, in cazul metodei calitative, remarcandu-se si de aceasta data cel mai bun
efect impotriva S. aureus in cazul FesOs@Pen.

Fludarabina si penicilina asociate in sistemul complex cu 2 agenti terapeutici par sa
confere materialului final un efect sinergetic, proba FesOs@Pen + Flu prezentand cele mai

bune rezultate Tmpotriva levurii C. albicans si bacteriei Gram-negativa E. coli.
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Pentru a determina caracterul antitumoral al nanosistemelor obtinute, a fost efectuat
testul MTT, implicit evaluarea calitativd in-vitro a viabilitatii celulare (figura 20). In acest sens,
s-a utilizat linia SW-403 de celule canceroase, care au fost incubate in prezenta materialelor de
analizat. In fiecare godeu se adauga 10 pL de solutie MTT si 90 pL de mediu de cultura specific
pentru fiecare linie de celule (MTT se adauga la mediu la o concentratie finala de 0.5 mg/ mL).
Placa a fost incubata la 37 °C in termostat timp de 4 ore sau pana cand cristalele intracelulare
de formazan violet au fost vizibile pe microscop. Dupa perioada de incubare, solutia de lizare
a celulei este adaugata la fiecare godeu. Placa a fost acoperita si incubata n Intuneric pand cand
celulele au fost lizate si cristalele violete s-au dizolvat. Absorbanta a fost citita la o lungime de

unda cuprinsa intre 550 nm - 600 nm.

Evaluare calitativa in-vitro a viabilitatii celulare
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Figura 20. Evaluarea calitativa in-vitro a viabilitatii celulare

Materialele pulverulente analizate au fost adaugate in diferite concentratii in mediul
MTT / SW-403 pentru a evalua cea mai buna concentratie la care celulele tumorale prezinta
cea mai scazuta viabilitate celulard. Se observa cd, odata cu cresterea concentratiei probelor, in
general, viabilitatea celulara a celulelor SW-403 scade. La cea mai mare concentratie
(30 mg/mL), dupa 36 de ore de la dispersia pulberii in mediu, doar aproximativ 25% din

celulele initiale sunt inca in viata, dovedind efectul antitumoral al nanosistemelor obtinute.
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4. Concluzii

Prin intermediul activitatii experimentale din cadrul acestui proiect au fost obtinute
particule de magnetita (FesO4) in prezenta unui polimer (chitosan) si a mai multor substante
biologic active (ulei natural cu proprietati antitumorale — canabidiol, agent antitumoral utilizat
in medicind — fludarabina si agent antimicrobian - penicilind), cu scopul de a dezvolta sisteme
cu eliberare controlata si tintitd de medicamente.

Sinteza chimica utilizatd pentru obtinerea nanoparticulelor de magnetita a fost co-
precipitare, o metoda eficienta si relativ usoara pentru obtinerea particulelor cu dimensiuni
reduse (<20 nm), cu posibilitate de internalizare celulara.

Pentru caracterizarea pulberilor rezultate s-au folosit o serie de tehnici de caracterizare
morfo-structurala si de determinare a activitatii antibacteriene si antitumorale in-vitro, care au
avut ca rezultat recomandarea materialelor sintetizate drept sisteme cu aplicatii biomedicale.

Pulberile obtinute s-au dovedit a avea morfologie poliedrala si cvas-sferica, cu
dimensiuni reduse (10-20 nm), si un potential anticancerigen demonstrat asupra liniei tumorale
SW-403, ceea ce creeaza premisele unor potentiale aplicatii in realizarea tintitd a
chemoterapiei.

Tn viitor, ne propunem continuarea studiului prin evaluarea in-vitro a capacitatii si
vitezei de eliberare a substantei active, precum si de a modifica parametrii de sintezd in vederea

realizarii unei eliberari controlate, lente, dupa ce are loc internalizarea celulara.
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