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proiectului cu titlul
« Biomateriale obtinute din emulsii neapoase si incarcate cu medicamente » (NABIOMAT)
Contract Nr. 2/2018
Prezentarea succinta a proiectului
Sistemele de eliberare controlata a medicamentelor ofera numeroase avantaje in comparatie cu
formele conventionale de dozare, inclusiv imbunatatirea eficientei, toxicitate redusa si 0 mai
buna toleranta din partea pacientului, prin urmare, o gama larga de nanoparticule (NP) au fost
preparate. NP incarcate cu medicament sunt preparate direct din polimeri preformati sau prin
polimerizare in emulsie care are avantajul obtinerii unui latex cu un continut ridicat in solid fara
nicio etapa suplimentara de concentrare si un control mai bun al dimensiunii particulelor. Tn
cazul mecanismelor de polimerizare sensibile la apa, cum ar fi polimerizarea anionica cu
deschidere de ciclu (ROP) a e-caprolactonei (CL), o polimerizare in emulsie neaposa este
necesara.
Noi biomateriale pe baza de NP vor fi preparate prin polimerizare in emulsie. In aceste emulsii,
stabilizarea va fi realizata prin utilizarea unor copolimeri dibloc bine definiti. Doua medicamente
anticanceroase, unul hidrofob si altul hidrofil, vor fi incapsulate in NP n timpul polimerizarii. O
extensie 0 reprezinta sinteza unor biomateriale bifazice prin foto-polimerizarea fazei continui.
Viteza de eliberare a medicamentului va fi determinata in functie de caracteristicile NP. In plus,
teste de citotoxicitate in vitro vor fi realizate pe trei linii de celule canceroase, cum ar fi: piele,
san si pulmonare.
Obiectivele proiectului
Primul obiectiv general al acestui proiect este dezvoltarea de noi sisteme de eliberare a
medicamentelor cu dimensiune controlata a particulelor bazate pe nanoparticule biocompatibile
de PCL si PNVP preparate printr-o polimerizare in emulsie neapoasa. In acest tip de emulsie,
denumita in mod obisnuit emulsie ulei-in-ulei (0/0), picaturile de monomer sunt dispersate intr-
un ulei nemiscibil si stabilizarea poate fi realizata prin utilizarea copolimerilor bloc. S-a aratat ca
bloc copolimerii pot asigura o stabilitate mai mare pentru emulsiile o/o fata de surfactantii
conventionali deoarece au o cinetica de desorbtie mult mai lenta la interfata picaturilor.
Al doilea obiectiv major va fi studiul sistemului in care nu numai faza dispersata este

polimerizabila, ci si faza continua. Pentru aceasta abordare, care conduce la biomaterialele cu



doua faze, se va utiliza un ulei biocompatibil PDMS functionalizat (PDMS-DGE) si cele doua
faze ale emulsiei vor fi polimerizate prin doud mecanisme distincte. Caracteristicile de
biomaterial vor fi determinate atat pentru cele doua tipuri de nanoparticule cat si pentru
materialul bifazic.

Proiectul s-a desfasurat pe parcursul a 5 etape si si-a propus realizarea mai multor activitati cu
rezolvarea mai multor sarcini. In cele ce urmeaza sunt prezentate principalele rezultate obtinute

in urma indeplinirii activitatilor proiectului, precum si modul lor de valorificare.

Etapa | : Sinteza si caracterizarea copolimerilor pe baza de PDMS
Activitate 1.1 : Sinteza copolimerilor pe baza de PDMS
1.1.1 Obtinerea de PDMS-Br plecand de la un PDMS-OH

In vederea obtinerii PDMS-ului functionalizat cu o grupare terminala de tip Br s-a realizat
urmatoarea reactie (Fig 1):
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Fig.1 : Functionalizarea PDMS-ului plecand de la un PDMS-OH

Pentru obtinerea acestui produs s-a utilizat urmatorul mod operator: intr-un balon de 500 ml s-au
amestecat 4.22 mmol PDMS-OH (Mn = 4600 g/mol) cu 200 ml THF anhidru sub flux continuu
de N,. Apoi s-au adaugat 21.1 mmol trietilamina N(CH,CH3)3 si balonul a fost introdus intr-o
baie de gheata (0°C). Dupa 30 minute s-a picurat o solutie de 12.66 mmol (CH3),CBrCOBr
(bromurii de isobutil) in 50 ml THF anhidru. Dupa adaugarea completa a solutiei de bromura,
reactia a fost lasata de temperatura ambianta timp de 20 ore. Dupa acest timp, solutia a fost
filtrata, THF a fost evaporat sub vid si produsul obtinul a fost solubilizat in diclorometan si
spalat de trei ori cu o solutie concentrata de carbonat de sodiu hidrogenat. Produsul obtinut a fost
uscat pe MgSQy, filtrat si solventul evaporat sub vid. La final s-a obtinut un ulei galbui care va fi
caracterizat prin RMN si SEC.

1.1.2 Obtinerea de PDMS-xantat si PDMS-N;3 plecand de la un PDMS-Br



In vederea obtinerii PDMS-ului functionalizat cu o grupare terminala de tip xantat sau N3 s-a
folosit un PDMS-Br, anterior preparat. In Figura 2 este descrisa reactia de obtinere a
macroradicalului PDMS-xantat.
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Fig. 2 : Prepararea PDMS-xantat plecand de la un PDMS-Br
Pentru obtinerea acestui produs s-a utilizat urmatorul mod operator: intr-un balon de 250 ml s-au
amestecat 3.2 mmol (15 g) PDMS-Br (Mn = 4600 g/mol) cu 50 ml CH,Cl,. Apoi s-au adaugat
6.4 mmol potassium O-ethylxanthate (1.06 g) si balonul, sub flux continuu de N, a fost introdus
intr-o baie de gheata (0°C). Reactia a fost lasata la temperatura ambianta timp de 20 ore. Dupa
acest timp, solutia a fost filtrata, produsul obtinut a fost spalat de 3 ori cu CH,Cl, care apoi a fost
evaporat sub vid. Produsul obtinul a fost solubilizat in diclorometan si spalat de trei ori cu apa si
apoi a fost uscat pe MgSQ,, filtrat si solventul evaporat sub vid. La final s-a obtinut un ulei
galbui care va fi caracterizat prin RMN si SEC.
PDMS-Nj3; a fost obtinut in felul urmator: intr-un balon de 250 ml s-au cantarit 16.06 mmol (18.8
g) PDMS-Br si 21.41 mmol (0.35 g) NaNs; s-au adaugat 15 ml DMF si temperatura a fost fixata
la 60°C. Dupa 20 de ore, in solutia racita s-a daugat o rezina care a captat excesul de NaNs. In
solutia filtrata s-au adaugat 70 ml acetat de etil si apoi aceasta a fost spalata cu 3x70 ml apa si
3x70 ml solutie saturata de NaCl. Dupa aceste spalari, apa a fost indepartata prin uscare pe
MgSQq iar solventul organic prin evaporare sub vid. La final s-a obtinut un ulei galbui care va fi
caracterizat prin RMN si SEC.
1.1.3 Sinteza copolimerilor pe baza de PDMS

Pentru sinteza copolimerilor PDMS-PCL, s-a folosit un procedeu de tip ,click-chemistry”
plecand de la un PDMS-N3 si un precursor PCL functionalizat in capatul lantului polimeric cu o
grupare alchil (tripla legatura), conform figurii 3. Precursorul PCL alchil a fost sintetizat prin

procedeul urmator: intr-un tub Schlenk echipat cu un agitator magnetic s-au adaugat 0.5 ml (5.42
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mmoli) 4-pentil-1-ol in 100 ml de toluen. S-au introdus apoi 0.54 ml de TEA1 (1.97 mmoli),
urmat de 20 ml (0.18 mol) de CL. Polimerizarea a fost lasata sa se proceseze timp de 2 ore la
50°C. Amestecul de reactie s-a concentrat si polimerul s-a precipitat in metanol rece, s-a filtrat si
S-a uscat pentru a se obtine o pulbere alba. Homopolymer PCL: Mn (SEC) = 3.700 g/mol, PDI=
1.02. Randament CL = 91%. Mn (*H NMR) = 3400 g/mol. *H NMR (CDCl; at 25 °C): 2 ppm
(1H,t, CH ), 3.65 ppm (2H, t, OH-CHy), 4.2 ppm (2H, t, CH,0-), 4.08 ppm (2H, t, CH,-O),
2.33 ppm (2H, t, C=0), 1.64 ppm (4H, m, CH,-CH), 1.40 ppm (2H, m, CH,).

0
ol ~ i
SiTn O/\/
| N, + WO‘PJ\/\/\/O],“\H
PDMS-azide
o PCL-alkyne
/{'O\|Sik\/\o/\/o AN o
[—L ">~
| omo]m\H

PDMS-b-PCL

Fig. 3: Sinteza copolimerului PDMS-PCL

Pentru sinteza acestui copolimer s-a utilizat urmatorul mod operator: intr-un tub Schlenk s-au
amestecat 1.06 mmol (5 g) PDMS-N3; (Mn = 4700 g/mol), 1.33 mmol (4g) PCL-alchil (Mn=3000
g/mol) cu 50 ml THF. Apoi s-au adaugat 0.3668 g PMDETA si 0.3041 g CuBr iar balonul a fost
trecut sub flux continuu de N, timp de 30 minute. Reactia s-a desfasurat la 60°C timp de 24h.
Dupa acest timp, s-a introdus o rezina azida de tip Amberlite pentru a elimina excesul de PCL-
alchil. Solutia a fost filtrata iar copolimerul recuperat prin precipitare va fi caracterizat prin RMN
si SEC.

Sinteza copolimerului PDMS-PVP s-a realizat printr-o polimerizare controlata de tip RAFT-

Madix plecand de la un macro-precursor PDMS functionalizat cu o grupare xantat, conform

figurii 4:
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Fig. 4: Sinteza copolimerului PDMS-b-PVP



Pentru sinteza acestui copolimer s-a realizat urmatorul mod de lucru: intr-un tub Schlenk s-au
introdus 2.13 mmol (10 g) PDMS-xantat (Mn=4700 g/mol), 0.096 mole (10.65 g) VP, 0.426
mmol (70 mg) AIBN ([Raft]/[AIBN]=5) si 50 ml THF. Dupa 3 cicluri de inghet/dezghet sub vid,
reactia s-a desfasurat la 60°C pentru 24h. Solventul a fost evaporat sub vid si apoi s-a adaugat
acetona si solutia a fost precipitata in metanol. Copolimerul recuperat va fi caracterizat prin
RMN si SEC.

Activitate 1.2 : Caracterizarea fizico-chimica a copolimerilor pe baza de PDMS

Caracterizarea fizico-chimica a produsilor obtinuti a fost efectuata prin cromatografie de
excluziune sterica (SEC) si rezonanta magnetica nucleara (RMN).

1.2.1 Caracterizarea precursorilor de PDMS

In Figura 5 este prezentat spectrul RMN proton al produsului (a) PDMS-OH, (b) PDMS-Br, (c)
PDMS-xantat si (d) PDMS-Ns. Principalele caracteristici moleculare au fost determinate
utilizand un aparat Bruker AC-400F care functioneaza la 400 MHz in cloroform deuterat
(CDCI3) la temperatura camerei. Picurile caracteristice sunt urmatoarele: 0.05-0.09 ppm (m, -Si
(CHs),-); 0.53-0.58 ppm (m, -CH,-CH3-CHy); 0.88-0.91 ppm (m, CH3-CH,-); 1.31-1.34 ppm (m,
-CH,-CH,-CH;y-); 1.63-1.66 ppm (m, -CO-CH,-CH,-); 1.83-1.88 ppm (m, -Si-CH,-), 3.44-3.47
ppm (m, -CH,-O-); 3.75-3.77 ppm (t, -CH»-OH), 3.97-3.99 ppm (t, O-CH3-N3); 4.32-4.35 ppm
(t, CH,-Br); 4.62-4.66 ppm (m, S-O-CH,-).



a)Spectrul produsului PDMS-OH
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c) Spectrul produsului PDMS-xantat
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d) Spectrul produsului PDMS-N3
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Fig. 5: Spectrele RMN ale precursorilor PDMS

Cromatografia de excluziune sterica face posibila determinarea dispersiei (P) si a masei

moleculare (Mn) a produsilor sintetizati in echivalent polistiren. Masa moleculara obtinuta prin



SEC nu corespunde cu masa molard reald deoarece este calculatd in echivalent PS. Cu toate

acestea, Mn calculat din spectrul 1H RMN este estimat cu o marja de eroare tolerabila (£ 5%).

In Figura 6 prezinta cromatogramele SEC pentru produsii (a) PDMS-OH, (b) PDMS-Br, (c)

PDMS-N3 si (d) PDMS-xantat iar valorile masei moleculare si a dispersiei sunt redate in Tabelul
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Fig. 6: Cromatogramele SEC ale precursorilor PDMS

Din aceasta figura se observa ca distributiile sunt monomodale si ca timpii de elutie sunt foarte

apropiati.

Tabel 1: Masa moleculara si dispersia esantioanelor de PDMS.

Precursor Mn (g/mol, echivalenti PS) D (Mw/Mn)
PDMS-OH 5770 1.09
PDMS-Br 5670 1.05
PDMS-N3 5680 1.09
PDMS-xantat 5480 1.09




Din acest tabel se observa ca masele moleculare in echivalenti PS au valori foarte apropiate si ca
modificarile efectuate nu au distrus lanturile de PDMS. De asemenea, se observa ca dispersia

masei moleculare este foarte mica.
Tabelul 2 prezinta caracteristicile moleculare ale precursorilor PCL-alchil.

Tabel 2: Masa moleculara si dispersia precursorilor PCL-alchil.

Precursor Mn SEC Mn RMN b
PCL-alchill 3700 3400 1.02
PCL-alchil2 6 300 7 100 1.02

Acesti precursori se vor folosi pentru sinteza copolimerilor PDMS-PCL.
1.2.2 Caracterizarea copolimerilor pe baza de PDMS

Similar cu precursorii, copolimerii obtinuti au fost caracterizati cu ajutorul tehnicilor RMN si
SEC. In Figura 7 este prezentat spectrul RMN pentru copolimerul PDMS-PCL (ALI1).
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Fig. 7: Spectrul RMN al esantionului ALI1
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Picurile caracteristice sunt urmatoarele: RMN *H (CDCl; 400MHz) & (ppm) : 1. 3.63 (t, -CH;-
OH), 2. 4.06 (t, -CH,-CH,-0O-), 3. 1.62 (m, -CH2-CH-CH;-0O-), 4. 1.42 (m, -CO-CH;-CH,-CH-
), 5. 1.62 (m, -CO-CH,-CHjy-), 6. 2.30 (t, -CO-CH,-), 7. 0.07 (m, -Si (CH3),-), 8. 0.53 (m, -CH-
CH,-CHy-), 9. 1.48 (m, CH3-CHy-), 10. 0.88 (m, CH3-CH,-), 11. 3.42 (m, -CH,-0-), 12. 1.62 (m,
-Si-CHy-).

In Tabelul 3 sunt prezentate caracteristicile moleculare ale copolimerilor PDMS-b-PCL si
PDMS-b-PVP.

Tabel 3: Caracteristicile moleculare ale copolimerilor pe baza de PDMS

M, M,
Copolimer | M, PDMS Mn PCL M, PVP copolimer | copolimer P
(*H-RMN) | (*H-RMN)
(*H-RMN) (SEC)

ALI1 5680 3400 - 9100 9100 1.17
ALI2 5630 7100 - 12400 12600 1.14
ALI3 5480 - 2500 7150 7300 1.21
ALI4 5480 - 6500 11500 12000 1.31

Din acest tabel se observa o buna corelatie intre masa moleculara determinata prin SEC si cea
determinata prin RMN. De asemenea, observa ca valorile dispersiei masei moleculare sunt

inferioare valorii de 1.3 ceea ce significa faptul ca copolimerii nostrii sunt bine definiti.
1.2.3 Auto-asamblarea copolimerilor

Interesul crescand asupra copolimerilor bloc in diferite domenii ale cercetarii stiintifice este legat
de structura lor moleculara speciald, care le conferd proprietati exploatabile unice pentru

aplicatiile industriale.

Auto-asamblarea copolimerilor bloc in solventi selectivi este un fenomen bine cunoscut si studiat
pe scard larga. De exemplu, intr-un mediu apos, micelizarea este in general datorata prezentei

blocurilor complet hidrofobe.
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Micielizarea copolimerilor bloc si eficacitatea lor ca stabilizatori de emulsie sunt bine
documentate in literaturd. Copolimerii bloc sunt nu numai stabilizatori ai emulsiilor apa/ulei si
ulei/apa, dar si a emulsiilor neapoase de tip ulei/ulei, emulsii obtinute cu doi solventi organici

nemiscibili si pentru care copolimerul joaca rolul de de stabilizator steric.

In aceasta etapa, am examinat prin difuzie dinamicd a luminii (DLS) auto-asamblarea acestor
copolimeri intr-un ulei siliconic nefunctionalizat. Pentru copolimerii PDMS-b-PCL si PDMS-b-
PVP s-a observat formarea unor sisteme micelare cu un diametru hidrodinamic de circa 30

nanometri.

Etapa Il: Prepararea si caracterizarea emulsiilor neapoase pe baza de
PDMS

Activitate 2.1: Prepararea si caracterizarea emulsiilor neapoase in absenta medicamentelor

In cursul etapei Il au mai fost sintetizati 3 copolimeri pe baza de PDMS si s-a inceput prepararea
si caracterizarea emulsiilor neapoase ulei-in-ulei in absenta si in prezenta copolimerilor.

Caracteristicile moleculare ale copolimerizor obtinute sunt date in tabelul 4:

Tabel 4: Caracteristicile moleculare ale copolimerilor pe baza de PDMS

M, . M, .
Copolimer | M, PDMS ?{IIEIRIE)/ICI:\Ili copolimer | copolimer | p
(*H-RMN) | (SEC)
ALI5 3000 2000 5200 5100 1.20
ALIG6 3000 4000 7400 7600 1.24
ALI7 10000 10000 21150 23000 1.35

In aceasta prima faza s-au testat 3 uleiuri de silicon avand vascozitati diferite, asa cum sunt
indicate in tabelul 5. Viscozitatea a fost testate la 2 temperaturi si 5 viteze de rotatie cuprinse

intre 10 si 100 rpm.
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Tabel 5: Vascozitatea uleiurilor de silicon

Ulei de silicon Vascozitate furnizor | Vascozitate experimentala (cSt)*
(cSt)
25°C 60°C
SO3 3 4.5 3.4
SO50 50 116.2 30.7
S0350 350 386.3 230.0

*determinata cu vascozimetrul Brookfield prin extrapolare la o viteza de rotatie nula

Uleiurile de silicon au fost denumite in functie de valoarea viscozitatii data de producator, de
exemplu SO3 are 0 vascozitate de 3 cSt.

Intr-un prim test, s-au preparat emulsiile neapoase in absenta copolimerilor. Volumul total al
unei emulsii a fost fixat la 10 ml si s-au variat rapoartele dintre cele doua faze, 90/10; 80/20 si
70/30 vol/vol. Faza continua a fost reprezentata de uleiurile de silicon iar faza dispersata de catre
monomerii VP si E-CL. Emulsiile au fost preparate prin emulsificare cu un Ultraturrax 18 la o

viteza de 3000 rpm timp de 5 minute la temperatura ambianta.

Stabilitatea acestor emulsii a fost verificata vizual prin determinarea timpului t,s care reprezinta

timpul in care 25% din volumul fazei dispersate s-a separat de faza continua (tabel 6).

Tabel 6: Stabilitatea (t25) emulsiilor neapoase in absenta copolimerilor

Faza dispersata gisﬁ)r:l\ilollvm tzs (Min)
503 SO50 50350

70/30 2 i 8

VP 80/20 3 i ;
90/10 5 i ;
70130 c i ;

&CL 80/20 3 i ;
90/10 5 X ;

13



Din Tabelul 6 se observa ca cele doua faze uleioase nu sunt miscibile si ca aparitia separatiei de

faza apare intr-un timp foarte scurt (< 10 min).
Activitate 2.2 : Prepararea si caracterizarea emulsiilor neapoase in prezenta medicamentelor

Cele doua medicamente, cisplatin si paclitaxel, au fost solubilizate in ambii monomeri, VP si CL,
pana o concentratie de 20 mg/ml si s-a studiat stabilitatea acestor solutii in functie de timp si
temperatura. Timp de o luna (30 zile) nu s-a observat o precipitare a medicamentelor din solutiile
de monomeri. In plus, o temperatura de 60°C nu a produs efecte nefavorabile asupra solutiilor de
medicamente. In etapa urmatoare se va utiliza o concentratie de medicament cuprinsa intre 10 si

20 mg/ml.

In Tabelul 7 este prezentata stabilitatea emulsiilor in functie de tipul de copolimer utilizat la o
concentratie in copolimer de 5wt% in faza continua. Volumul total al unei emulsii a fost fixat la
10 ml si s-a folosit un raport de 80/20 vol/vol pentru cele doua faze. Faza continua a fost
reprezentata de uleiurile de silicon iar faza dispersata de catre monomerii VP si €-CL. Emulsiile
au fost preparate prin emulsificare cu un Ultraturrax 18 la o viteza de 3000 rpm timp de 5 minute

la temperatura ambianta.

Tabel 7: Stabilitatea (t25) emulsiilor neapoase in prezenta copolimerilor la o concentratie de 5

wt% in faza continua.

Emulsie tos
Faza .
dispersata Copolimer
SO3 SO50 SO350

AL1 EVPL1 15 min 20 min 23 min
AL2 EVPL2 15 min 20 min 25 min
AL3 EVPL3 5 min 10 min 10 min

VP AL4 EVPL4 5 min 10 min 12 min
ALS5 EVPL5 > 30 zile > 30 zile > 30 zile
ALG6 EVPLG6 > 30 zile > 30 zile > 30 zile
AL7 EVPL7 > 30 zile > 30 zile > 30 zile
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ALl ECLL1 10 min 10 min 10 min
AL2 ECLL2 8 min 9 min 10 min
AL3 ECLL3 20 min 25 min 30 min
&-CL AL4 ECLL4 22 min 25 min 30 min
ALS5 ECLL5 > 30 zile > 30 zile > 30 zile
AL6 ECLL6 > 30 zile > 30 zile > 30 zile
AL7 ECLL7 > 30 zile > 30 zile > 30 zile

Din Tabelul 7 se observa ca emulsiile cele mai stabile si deci care au diametrul cel mai mic al

picaturilor dispersate sunt emulsiile obtinute cu copolimerii AL5, AL6 si AL7.

In faza dispersata a emulsiilor EVP5, EVP6, EVP7, ECLL5, ECLL6 si ECLL7 s-au solubilizat
cele doua medicamente intr-o concentratie de 20 mg/ml si s-a observat ca stabilitatea emulsiilor

nu a fost afectata de prezenta medicamentelor.

Etapa I11: Obtinerea si caracterizarea fizico-chimica a dispersiilor neapoase

de nanoparticule

Activitate 3.1 : Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor obtinute prin

polimerizare in emulsie neapoasa

La inceputul acestei etape au fost efectuate mai multe teste preliminare in vederea stabilirii
conditiilor optime pentru realizarea polimerizarii in emulsie neapoasa. In urma acestor teste s-a
constatat ca emulsiile PDMS/VP preparate in prezenta uleiului de silicon SO50 ca faza continua
reprezinta sistemul ideal pentru obtinerea dispersiilor neapoase de nanoparticule de PNVP. Acest
ulei de silicon are o viscozitate de 50 cP la 25°C si de 38 cP la o temperatura de 40°C; indicele de
refractie este de 1.402. Toate aceste caracteristici au fost necesare pentru realizarea

determinarilor dimensiunilor prin difuzie dinamica a luminii utilizand aparatul Nanotrac.

Inainte de realizarea reactiilor de polimerizare, a fost necesara realizarea emulsiilor VP in SO50.
In aceasta etapa au fost studiate 2 rapoarte intre cele doua faze, de 10/90 si 20/80. Pentru
stabilizarea acestor emulsii s-a folosit copolimerul AL5 la doua concentratii diferite in faza

PDMS continua, respectiv de 1 si 3 wt%. Prima etapa in realizarea emulsiilor a constat in
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solubilizarea copolimerului AL5 in volumul cerut de PDMS si la concentratia dorita. Volumul
total al emulsiilor a fost de 50 ml iar in faza VP dispersata s-a solubilizat initiatorul (4,4’-
cianopentanoicacid-ACPA), la o concentratie de 2 wt% fata de monomerul VP si agentul de
reticulare (N,N’-metilenbisacrilamida-MBAA), la o concentratie de 3 wt% fata de monomerul
VP. Monomerul VP a fost purificat inainte de etapa de emulsificare prin trecere printr-o coloana
de alumina (AlO). Pentru emulsificare s-a folosit un ultra-omogenizator de tip Ultraturax IKA
T25 cu o viteza de rotatie de 10 000 rpm, timp de 5 minute. Prin difuzia luminii a fost posibila
determinarea dimensiunii picaturilor de VP dispersate in SO50. Pentru aceasta determinare a fost
necesara dilutia emulsiei care s-a realizat prin adaugarea a 3 picaturi de emulsie la un volum de 5

ml de SO50 si agitare usoara.

Polimerizarea monomerului VP s-a realizat sub flux de argon intr-un reactor prevazut cu un
motor de agitare cu o tija tip ancora si un refrigerent, la o temperatura de 60°C, timp de 5 ore si
la 0 viteza constanta de rotatie de 150 rpm. Reactia de polimerizare s-a incheiat prin expunerea la

aer si imersarea reactorului intr-o baie de apa cu gheata.

Dupa terminarea polimerizarii, o parte din dispersia neapoasa a fost precipitata in hexan, filtrata,
spalata de mai multe ori cu hexan si uscata timp de 24 ore in etuva sub vid. S-a utilizat hexanul
deoarece s-a constat in urma unor teste preliminare ca uleiul de silicon SO50 este solubil in acest
solvent iar PNVP-ul este insolubil. Conversia monomerului s-a determinat printr-o metoda

gravimetrica.

Tabelul 8 prezinta toti parametrii experimentali care au fost folositi pentru obtinerea dispersiilor
neapoase de PNVP.

Tabel 8: Parametrii experimentali utilizati la polimerizarea in emulsie neapoasa a

vinilpirolidonei timp de 5 ore la o temperatura de 60°C

Raportul Concentratia | Concentratia
_ - _ Gradul de
fazelor in stabilizant | in agent de _
Proba ) _ conversie
(VP/PDMS) | (copolimer) reticulare %)
(o]
(volivol) (Wt%)? (Wt%)°
PNVP1 20/80 3 3 85
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PNVP2 20/80 1 3 82
PNVP3 10/90 3 3 88
PNVP4 30/70 1 3 70
PNVP5 20/80 3 2 79
PNVP6° 20/80 3 2 81
PNVP7 20/80 3 1 85
PNVP8 30/70 3 3 70
PNVP9 5/95 1 1 75
PNVP10° 5/95 1 1 78

& _ concentratia copolimerului in fata continua

®_ concentratia agentului de reticulare fata de monomer

¢ — nanoparticulele au fost obtinute in prezenta cisplatinului

Cum se poate observa in Tabelul 8, au fost variati mai multi parametri, cum ar fi: raportul

fazelor, concentratia stabilizantului si concentratia in agent de reticulare. De asemenea, se poate

observa ca gradul de conversie este mai mare de 70%, indiferent de experiment.

Dupa purificarea prin spalare cu hexan, obtinerea particulelor reticulate de PNVP in prezenta

MBAA (Figura 8) a fost confirmata prin analizele RMN si FTIR. In Figura 9 este prezentat un
spectru RMN tipic pentru proba PNVPL.
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Figura 8: Structura chimica a PNVP-ului reticulat cu MBAA
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Figura 9: Spectru *H RMN in DMSO-d6 pentru proba PNVP1

Din spectru prezentat in Figura 9 se poate observa existenta picurilor caracteristice polimerului
PNVP si anume: (a) 1.3-1.8 ppm; (b) 3.5-3.9 ppm; (c) 3.1-3.5 ppm; (d) 1.8-2.1 ppm si (e) 2.1-2.5

ppm. Se observa, de asemenea, un pic la 0.07 ppm ce poate fi atribuit uleiului de silicon SO50 in

care s-a realizat polimerizarea. Picurile de la 4.39-4.41 ppm si 6.91-6.97 ppm apartin gruparilor

CH, si NH din structura agentului de reticulare MBAA.

Figura 10 prezinta un spectru tipic FTIR pentru aceeasi proba PNVP1.
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Figura 11: Spectru FTIR pentru proba PNVP1

Atribuirea picurilor din spectrul FTIR este prezentata in Tabelul 9.

Tabel 9: Atribuirea picurilor din spectru FTIR al probelor pe baza de PNVP

Lungime de unda (cm™)

Grupare chimica

3433.15 O-H
2960.61 C-H asimetric
1651 C=0
1427.27 CH;
1261.39 C-N
1087.81 Si-O-Si
796.57 Si-(CHa)2

Analizele FTIR au demonstrat, de asemenea,

polimerului PNVP reticulat.

polimerizarea monomerului VP si obtinerea
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Particulele de PNVP obtinute au fost caracterizate, de asemenea, prin analize termice, de tipul
DSC si ATG. Tabelul 10 prezinta valorile temperaturii de topire Tm pentru toate probele
obtinute iar un exemplu tipic este prezentat in Figura 12. Experimentele au fost realizate intr-un

domeniu de temperatura care a variat de la -50 1a 300°C cu o viteza de 10°C/min.

Tabel 10: Valorile de Tm pentru probele PNVP obtinute

Proba Tm ("C)
PNVP1 94.0
PNVP2 100.7
PNVP3 98.2
PNVP4 100.3
PNVP5 100.0
PNVP6 99.4
PNVP7 95.6
PNVP8 101.0
PNVP9 99.5
PNVP10 100.1

100 71'C

-50 0 50 100 150 200 250 300

Temperatura (*C) sl WE LA TA rstrament

Figura 12: Curba DSC pentru proba PNVP2
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Din analizele DSC se poate nota faptul ca toate probele au o valoare a temperaturii de topire in
jurul valorii de 100°C, ce reprezinta valorile de referinta pentru un homopolimer de tipul PNVP.
De asemenea, se observa ca prezenta cisplatinului nu are o influenta marcanta asupra asupra

valorii Tm.

In Figura 13 este prezentat un spectru ATG tipic pentru particulele de PNVP.

33 4&%

=1
§

0 200 400 800 800

Temperature ("C)

Figura 13: Spectru ATG pentru proba PNVP3

Din spectrele ATG se observa doua puncte de tranzitie; primul corespunde pierderii de apa si are

loc in jur de 100°C in timp ce al doilea corespunde degradarii totale a polimerului (peste 470°C).

Prin difuzia dinamica a luminii (DLS), utilizand aparatul Nanotrac, a fost posibila determinarea
dimensiunilor atat a picaturilor dispersate de monomer VP in uleiul de silicon SO50 cat si
determinarea dimensiunilor particulelor de PNVP dispersate in SO50 obtinute prin procesul de

polimerizare in emulsie neapoasa.

In Tabelul 11 sunt prezentate datele obtinute prin DLS atat pentru emulsiile de plecare cat si
pentru dispersiile neapoase obtinute in urma procesului de polimerizare. Pentru realizarea acestor
determinari prin DLS s-au folosit urmatorii parametri: n(SO50) = 50 cP la 20°C; n(SO50) = 38

cP la 40°C; indice de refractie nps=1.402 si s-a realizat urmatoarea dilutie: 2 picaturi de emulsie
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sau de dispersie neapoasa au fost adaugati in 5 ml de SO50 iar dispersia a fost realizata printr-o

agitare usoara.

Tabel 11: Dimensiunea picaturilor de VP si a particulelor de PNVP in uleiul de silicon

determinate la o temperatura de 25 °C

Dv (nm) Di (nm) PDI
Proba : _ : __| Dispersii
| Dispersii | Dispersii
Emulsii Emulsii neapoase
neapoase neapoase
117.7 132.6 129.6 137.4 0.05
PNVP1
+2 =05 +1.8 +0.8 +0.01
142.4 143.8 144.0 146.3 0.18
PNVP2
+1.2 +1 +1 +0.8 +0.05
118.3 144.5 130.7 145.9 0.02
PNVP3
*15 +2 *+1.6 21 +0.01
353.4 394.0 354.1 401.2 0.30
PNVP4
*+1.3 1.1 *1.1 0.8 +0.05
121.2 128.3 130.6 135.2 0.02
PNVP5
+2 *+15 +1.7 *+1.3 +0.01
142.0 148.0 140.5 150.2 0.03
PNVP6°
+1.38 *15 *10 + 11 + 0.01
122.5 126.3 132.1 136.7 0.03
PNVP7
*0.9 *+1.0 1.1 *+15 +0.01
295.7 225.3 300.8 331.1 0.28
PNVP8
= 0.9 1.1 *1.4 1.2 +0.05
258.2 279.1 261.1 287.2 0.40
PNVP9
05 *0.8 0.3 *0.9 +0.03
297.5 312.4 302.8 329.5 0.40
PNVP10°
*0.8 +0.5 0.5 +0.5 +0.04
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Din Tabelul 11 se poate observa ca dimensiunea nanoparticulele de PNVP obtinute prin
polimerizare in emulsie neapoasa prezinta o lejera crestere in comparatie cu dimensiunile
emulsiei de plecare. Aceasta este o dovada clara a faptului ca emulsia initiala a ramas stabila pe
toata durata polimerizarii si ca copolimerul folosit este un stabilizant eficient. De asemenea, se
poate nota faptul ca scaderea concentratiei in stabilizant duce la cresterea atat a dimensiunilor
picaturilor emulsiei cat si a dimensiunilor nanoparticulelor de PNVP. In plus, o crestere a
dimensiunilor nanoparticulelor est observata in prezenta medicamentului. Totusi, se poate
constata o diferenta importanta intre particulele obtinute in prezenta unei concentratii in
stabilizant (copolimerul binedefinit pe baza de PDMS) de 1 si 3 %. Cresterea concentratiei de
stabilizant duce la scaderea dimensiunii particulelor, asa cum era de asteptat. Pentru toate
emulsiile preparate in prezenta unei concentratii de 3 wt% stabilizant, nanoparticulele rezultate

au o polidispersitate inferioara valorii de 0.1, ceea ce corespunde unui sistem monodispers.

Figura 14 prezinta superpozitia curbelor de distributie in volum obtinute prin DLS pentru proba
PNVP1 (emulsia initiala si nanoparticulele de PNVP).

10 100 1,000
d (Nanometers)

Figura 14: Curbele de distributie in volum obtinute prin DLS pentru proba PNVP1; emulsia

initiala este in rosu iar curba corespunzatoare nanoparticulelor de PNVP este data in verde.

23



Aceste nanoparticule au fost analizate si prin microscopie electronica de baleiaj (MEB) iar
pozele obtinute sunt prezentate in Figura 15a, pentru proba PNVP1, si 15b, pentru proba
PNVP2.

M. 30,00 kY WO, 7.4591 MV, 20.00 kv WD: 8.8833 mm
View feid: 8756 pm Dot SE Detactor 20 pm VEGAW TESCAN n' View feid: 27.54 ym Det SE Detector 10 pm VEGAN TESCAN n’
5a 5b

Figura 15: Analizele MEB pentru probele PNVP1 si PNVP2.

Din aceste clisee, se poate observa prezenta unor nanoparticule aglomerate intr-o matrice. Asa
cum reiese si din spectrele RMN, spalarea cu hexan nu a indepartat in totalitate uleiul de silicon
SO50, de aceea se poate presupune ca matricea observata prin MEB corespunde acestui ulei de

silicon.

In afara nanoparticulelor de PNVP, s-au obtinut si o serie de nanoparticule de PCL. Sinteza
acestor nanoparticule a avut loc printr-o polimerizare in emulsie neapoasa care s-a desfasurat
timp de 4h la o temperatura de 40°C. Volumul total al emulsiei a fost pastrat la 50 ml si s-a
folosit acelasi raport intre cele doua faze, 20/80 CL/SO50. De asemenea, s-a folosit acelasi
copolimer AL5, la o concentratie de 3 wt%. Intr-un exemplu tipic s-au folosit 40 ml SO50 in
care s-a adaugat copolimerul AL5 la o concentratie de 3 wt%, 10 ml CL in care s-au solubilizat

0.576 g PTA. Dupa polimerizare, nanoparticulele obtinute au fost purificate cu dietil eter si
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metanol si caracterizate prin DLS, FTIR, DSC si ATG. Tabelul 12 prezinta toti parametrii

experimentali care au fost folositi pentru obtinerea dispersiilor neapoase de PCL.

Tabel 12: Parametrii experimentali utilizati la polimerizarea in emulsie neapoasa a CL si

caracteristicile moleculare ale produsilor obtinuti

Raportul | Concentratia
] . Dv (nm) PDI
fazelor in stabilizant _ . Mn ™
Proba ) : __| Dispersii .
(CL/PDMS) | (copolimer) __ | Dispersii (9/mol) (®)
Emulsii neapoase
(vol/vol) (Wt%)? neapoase
429.0 453.3 0.50
PCL1 20/80 1 8500 65.2
+21 0.9 +0.05
289.5 301.8 0.41
PCL2 10/90 1 7800 62.4
+0.9 +0.5 +0.09
253.1 268.4 0.45
PCL3 5/95 1 6800 62.5
+1.1 +15 +0.1
120.9 132.1 0.04
PCL4 20/80 3 5800 60.9
+3 +0.8 +0.01
2314 275.1 0.51
PCL5 10/90 3 8600 63.7
+15 +1.0 *+0.1
205.7 221.0 0.35
PCL6 5/95 3 7400 61.8
*+1.1 +0.9 *+0.1
312.8 336.9 0.5
PCL7 30/70 3 5900 60.5
+1.8 *+1.1 +0.05
142.0 148.0 0.03
PCL8" 20/80 3 5900 61.2
+1.8 +1.5 +0.01

& _ concentratia copolimerului in fata continua

b _ nanoparticulele au fost obtinute in prezenta cisplatinului

Din acest tabel se poate nota ca nanoparticulele de PCL cu dimensiuni inferioare la 200 nm se

obtin doar cand concentratia in stabilizant este de 3% si pentru un volum al fazelor in prezenta de
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20/80. De asemenea, se poate observa ca prezenta medicamentului duce la o usoara crestere a
dimensiunii nanoparticulelor de PCL.

Pentru aceste particule nereticulate, a fost posibila determinarea masei molare prin SEC. Valorile
corespunzatoare Mn prezentate in Tabelul 12 indica faptul ca s-a obtinut un homopolimer cu o

masa molara relativ scazuta; valoarea maxima fiind de 8600 g/mol.

Analizele DSC au permis determinarea temperaturii de topire a particulelor de PCL obtinute si
asa cum se poate vedea in Tabelul 5, aceste valori oscileaza intre 60 si 65°C, ceea ce corespunde

cu valorile teoretice din literatura. O termograma tipica DSC este prezentata in Figura 16.

Tempatature (°C

Figura 16: Curba DSC pentru proba PCL4
Atribuirea picurilor din spectrele FTIR ale particulelor de PCL este prezentata in Tabelul 13.

Tabel 13: Atribuirea picurilor din spectru FTIR ale probelor pe baza de PCL

Lungime de unda (cm™) Grupare chimica
3433.15 O-H
2864-2944 C-H
1721 C=0
961-1471 CH;

Analizele FTIR au demonstrat, de asemenea, polimerizarea monomerului CL.
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In urma analizelor fizico-chimice efectuate, se poate concluziona ca s-au obtinut nanoparticule
de PNVP si de PCL. Nanoparticulele cu dimensiunea mai mica de 200 nm vor fi folosite in etapa

urmatoare in vederea determinarii proprietatilor biologice.

Cercetarile realizate pana in present in cadrul acestui proiect au deschis noi perspective privind
domeniul copolimerilor dibloc. In acest context, s-a realizat sinteza unor serii de copolimeri bine

definiti si s-a studiat auto-asamblarea lor in mediu neapos.

Copolimerii sintetizati au fost de tipul P2VP-b-PCHMA si P2VP-b-PtBuMA-b-PCHMA
conform reactiei date in Figura 17:

1)2VP, 2h
2) tBUMA, 1 h
3) CHMA, 3 h (I:H3 (I:|-|3
-+ 4)MeOH
CH,—C Li* CoHy—C—-cH—cH-crrcff-cr—cfn
0 o

s THF, -78°C
Z N
I @)
_ (@]
H3C4'7CH3
CH,

Dupa incheierea polimerizarii, acesti copolimeri au fost precipitati in metanol, filtrati si uscati la
etuva de vid iar apoi au fost analizati prin RMN si SEC. Caracteristicile lor moleculare sunt

prezentate in Tabelul 14.

Tabel 14: Caracteristicile moleculare ale copolimerilor sintetizati

Mn (g.mol™) Mn total P2VP
Proba P2VP | PBUMA | PCHMA | (4 oty | (fractie molara) b
Var-Cooo 4900 i 43600 | 48500 0.15 1.24
Vis-T1o-Cirs 2600 | 1700 | 29000 | 33300 0.12 1.10
Vg-Ts-Cas 5000 | 700 53700 | 59000 0.13 111
Vior-Ts-Ces | 11200 | 7400 | 101400 | 120000 0.14 1.20
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Caracteristicile lor coloidale au fost determinate intr-un solvent organic model, de tipul

metilciclohexan iar rezultatele obtinute sunt date in Tabelul 15. Solutiile micelare au fost

obtinute prin disolutie directa in solventul organic utilizat.

Table 16: Caracteristicile coloidale ale solutiilor organice de copolimeri

Rh nl Mmicela
P rOba 1 kHuggins 6 1 Z
(nm) | (ml.g™) (10° g.mol™)
Vo5-T1-C173 | 17.9 | 16.9 0939 |214 65
V47-Coso 247 | 21.9 0892 |4.34 89
V4s-T5-Ca16 | 27.7 | 26.6 0.815 |5.04 85
V107-T52-Ceos | 42.4 | 32.9 0.816 |14.6 122

Ca o tendinta generald, se poate observa ca caracteristicile micelare, cum ar fi: dimensiunea

micelelor Rh, viscozitatea intrinsecd si numadrul de agregare Z cresc, in limitele de eroare

experimentald, cu cresterea valorii gradului de polimerizare DPn a segmentului insolubil P2VP

precum si cu lungimea lantului PCHMA.

In continuare s-a analizat prin DLS stabilitatea acestor solutii micelare in timp. Din rezultatele

tipice prezentate in Tabelul 16 se poate constata ca dimensiunea acestor micele nu varieaza timp

de 30 de zile, cel putin, si deci se poate afirma cu certitudine ca aceste solutii micelare sunt

stabile.

Tabel 16: Stabilitatea in timp a solutiilor micelare

Rh

Proba nm)
Ozile | 1z | 15 zile | 30 zile
P47-Cas0 247 | 248 | 249 | 248
P107-Ts2-Ceos | 42.4 | 42.2| 42.0 | 42.7

Din literatura s-a putut constata faptul ca un complex interpolimeric poate fi format intre

copolimerii pe baza de P2VP si cei pe baza de PAA. In acest context, am studiat formarea
complexilor intre copolimerii PCHMA-b-PAA si PCHMA-b-P2VP intr-un solvent organic
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comun (1,4 dioxan). In Figura 18 este reprezentata schematic acest mecanism de complexare

care duce la formarea unor micele.

PAA N(A.n__ PCHMA __»Nv_l»?ll‘ Copolymer1 .-~ Copolymer 2

L B L =" W-bond complex. A O-OC m 050%0%6%: %5
~_ formation - - g

P2VP Ny, PCHMA Ng, PCHMA-PAA/P2VP-PCHMA

Figura 18: Reprezentrea schematica a complexului interpolimeric format intre PCHMA-b-PAA
si PCHMA-b-P2VP in 1,4 dioxan

De asemenea, s-au corelat dimensiunile micelare ale acestor complexi interpolimerici cu
caracteristicile moleculare, cum ar fi DPn a copolimerilor de pornire, si s-a observat o corelatie
liniara intre aceste date. In Tabelul 17 sunt prezentate dimensiunea micelelor formate dar si

valorile viscozitatii intrinseci.

Tabel 17: Caracteristicile coloidale ale complecsilor interpolimerici

Copolimer 1 | Copolimer 2 | Rh (nm) [m] (ml.g™)
Ci100-Asz Vo5-T12-Cy73 15.0 18.3
Ci68-Aszs Va5-T12-C173 15.7 20.5
Cs20-A214 | Va5-T12-Cy73 19.7 23.4

" Cso-Aas | Vi-Coso | 226 | 284

© Cso-Asis | VagTs-Cag | 220 | 314

_____ Cioo-As2 | Vior-Tsz-Ceos | 245 | 378
Cs20-A214 | V107-T52-Ceos | 29.6 44.0

Etapa IV: Studiul privind evaluarea caracteristicilor biologice ale

nanoparticulelor

In cadrul etapei IV au fost analizate probele E1, E4, E5, E6 si E8 iar caracteristicele acestora sunt
prezentate in Tabelul 18. Aceste probe au fost selectionate deoarece prezinta caracteristicile

optime din punct de vedere al dimensiunii particulelor.. Nanoparticulele de PVP s-au obtinut

29



printr-o polimerizare, la 60°C timp de 5h, plecand de la o emulsie neapoasa de tipul NVP in
PDMS cu un volum total de 50 ml (40 ml PDMS/10 ml NVP) stabilizata de un copolimer pe
baza de PDMS la o concentratie masica de 3 %; concentratia in initiator (ACPA) a fost pastrata
constanta si egala cu 2 % iar concentratia in reticulant a fost variata intre 1 si 3%. Pentru
obtinerea nanoparticulelor cu medicament, acesta a fost solubilizat in faza dispersata (NVP) la o
concentratie de 8 mg/ml NVP.

Nanoparticulele de PCL au fost obtinute printr-o polimerizare, la 40°C timp de 4 h, plecand de la
0 emulsie neapoasa de tipul CL in PDMS cu un volum total de 50 ml (40 ml PDMS/10 ml CL)
stabilizata cu un copolimer de tipul PDMS-PCL la o concentratie masica de 3%. Medicamentul a
fost solubilizat in faza dispersata CL la o concentratie de 8 mg/ml CL.

Tabel 18: Caracteristicile nanoparticulelor pe baza de PVP si PCL analizate in etapa IV

Concentratia Dv
Proba Polimer | de reticulant | Medicament (nm)
(%)
ES PNVP5 1 - 128.3
E7 PNVP7 1 Cisplatin 148.0
EG PNVP6 2 Cisplatin 130.1
El PNVP1 3 - 132.6
E4 PCL4 - - 132.1
E8 PCLS8 - Cisplatin 148.8

Activitate 4.1 : Studiul eliberarii medicamentelor din nanoparticulele pe baza de PCL sau PVP

Intr-o prima etapa din cadrul acestei activitati a fost studiat gradul de umflare al nanoparticulelor
pe baza de PVP reticulat (E1, E5 si E6) la doua valori de pH si 37°C. Pentru particulele de PCL
nu a fost necesar acest studiu doarece acestea au o natura hidrofoba si nu se umfla in mediu apos.
4.1.1 Umflarea nanocapsulelor de PVP in solutii apoase

Gradul de umflare (Q) al nanoparticulelor de tip E1, E2 si E5 in mediu apos usor bazic (pH =
7,4) si in mediu apos usor acid (pH = 6,4) a fost determinat folosind metoda gravimetrica. O
cantitate specificd (50 mg) de nanoparticule a fost suspendata intr-o solutie apoasa. Suspensia
formata a fost introdusa intr-un tub Eppendorf si a fost mentinutd sub agitare magnetica la 120

rpm la temperatura de 37°C. La anumite intervale de timp suspensia a fost centrifugata,
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supernatantul a fost eliminat, si proba umflatd a fost cantaritd. Urmele de apd de pe peretii
tubului au fost indepartate prin tamponare cu hartie de filtru. Gradul de umflare a fost calculat cu
relatia:

Q(%) _W—W
0 WO

100

W; — greutatea probei umflate;

W)y— greutatea initiald a probei uscate.

Studiul comportarii in dispersie apoasa a nanoparticulelor s-a impus data fiind potentiala lor
utilizare ca purtatori de medicamente. Trebuie mentionat de la bun inceput faptul ca umflarea
nanoparticulelor este datoratd patrunderii apei prin difuzie in matricea polimerda, pana la
umplerea acesteia. Evident, cantitatea de apa patrunsa in interiorul nanoparticulelor depinde de
densitatea de reticulare a retelei polimerice care va determina viteza de difuzie a solutiei apoase
prin matricea polimera. Tn Figura 19 si 20 sunt prezentate rezultatele studiului cineticii de
umflare a nanoparticulelor de PVP in mediu apos usor bazic (pH = 7,4) si in mediu apos usor
acid (pH = 6,4). Se poate observa ca toate probele analizate prezinta o umflare rapida, care este
cauzata de patrunderea brusca a apei prin membrana polimera, urmata de o umflare mai lenta
dupa care se instaleaza echilibrul. De asemenea, s-a constatat ca, odata cu cresterea cantitatii de
reticulant din sistem, gradul de umflare scade, acest comportament datorandu-se cresterii
densitatii de reticulare a matricii polimere. Gradul de umflare al nanoparticulelor in mediul apos
usor bazic (pH = 7.,4) s-a situat in intervalul de 491 - 660 %, iar in mediul apos usor acid (pH =
6,4) a fost intre 474-596%.
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Figura 19. Cinetica de umflare a nanoparticulelor in mediu apos usor bazic (pH = 7,4)
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Figura 20. Cinetica de umflare a nanoparticulelor in mediu apos usor acid (pH = 6,4)



4.1.2 Eliberarea in vitro a Cisplatinului din nanoparticulele de PVP si PCL

Nanoparticulele au castigat o atentie considerabila in dezvoltarea si cercetarea sistemelor de
eliberare de medicamente datoritd avantajelor majore pe care le prezintd. Aceste sisteme devin
din ce in ce mai atractive in industria farmaceutica, datorita dimensiunilor lor mici care permit o
administrare parenterald (fard a trece prin sistemul digestiv), o mai buna directionare si o
suprafatd mai mare de absorbtie la membranele celulare. Scopul cercetarii noastre a constat in
realizarea de noi nanoparticule apte sa devina suporturi pentru incapsularea si eliberarea
controlata a unui medicament antitumoral (cisplatin sau paclitaxel), care sa ofere o solutie la
problemele actuale din domeniul farmacologiei si medicinei. Terapia conventionald de
medicamente implicd de obicei, administrarea periodicd a unui agent terapeutic care a fost
formulat Tntr-o maniera ce poate sa asigure stabilitatea, activitatea, si biodisponibilitatea acestuia.
Aceste sisteme tradifionale sunt caracterizate prin cinetici de eliberare imediate si necontrolate.
In consecinta, absorbtia medicamentului este, in principal, controlati de capacitatea organismului
de a asimila agentul terapeutic. Concentratia medicamentului in diferite {esuturi ale corpului
suferd, de obicei, o crestere brusca urmata de o scadere similard. Ca o consecinta, concentratia
medicamentului poate sa se apropie periculos de pragul de toxicitate iar apoi sa scada sub nivelul
terapeutic eficient. Prin urmare, conceptul de eliberare controlata de medicamente a fost introdus
pentru a depasi aceastd limitare a terapiei conventionale §i pentru a mentine concentratia
medicamentului Tn sange sau in tesuturile tinta, la o valoare dorita, atata timp cat este posibil.
Procesul de eliberare a Cisplatinului din nanoparticule in solutie de tampon fosfat (pH = 7,4) a
fost monitorizat prin masuratori spectroscopice UV-VIS utilizand un dispozitiv UV-VIS
Nanodrop One. Masuratorile au fost realizate la o lungime de unda de 204 nm. Cinetica de
eliberare a Cisplatinului a fost studiata pentru: medicamentul simplu, nanoparticulele de tip E6,
E7 si nanoparticulele de tip E8, si a fost evaluata utilizand celule de difuzie Franz prevazute cu
membrana artificiala de celuloza.

In compartimentul donor a fost introdusa suspensia de nanoparticule (30 mg de nanoparticule
dispersate in 0.5 ml PBS-7.4). Cantitatea de Cisplatinin incarcata in nanoparticule a fost de
aproximativ 0.01 mg Cisplatin/1 mg nanoparticule. In compartimentul receptor a fost asigurata o
buna agitare pe tot parcursul experimentului (120 rpm) iar temperatura de lucru a fost mentinuta

constanta la 37 = 0,5°C. Un anumit volum de solutie (totdeauna acelasi) a fost prelevat la
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intervale de timp prestabilite masurandu-se absorbanta acesteia cu un spectrofotometru UV-VIS.
Eficienta de eliberare a principiului activ (Eef%) a fost calculata dupa cum urmeaza:

mr = cantitatea de Cisplatin eliberata (mg);

ml = cantitatea de Cisplatin incarcata in nanoparticule (mg).
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Figura 21. Cinetica de eliberare in vitro a Cisplatinului simplu si a Cisplatinului din
nanoparticulele pe baza de PVP (E6, E7)in solutie de tampon fosfat (pH = 7,4)

Din Figura 21 se observa ca concentratia de Cisplatin eliberat este mai ridicata pentru proba E7

in comparatie cu proba E6, ceea ce este normal avand in vedere gradul de reticulare mai redus.
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Figura 22. Cinetica de eliberare in vitro a Cisplatinului simplu, a Cisplatinului din

nanoparticulele pe baza de PCL (E8) in solutie de tampon fosfat (pH = 7,4)
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In comparatie cu Cisplatinul liber, se observa ca eliberarea din nanoparticulele de PVP sau de
PCL se face intr-un mod mai lent si mai controlat.

Pe baza rezultatelor obtinute se pot trage urmatoarele concluzii:

. Cisplatinul simplu traverseaza membrana celulei Franz intr-un procent de 100% dupa
aproximativ 180 minute de la debutul experimentului;

. Pentru nanoparticule s-a inregistrat o eliberare mai rapida in primele 4-5 ore urmata de o
eliberare mai lenta pana la echilibru (Figura 21 si 22);

. Eficienta de eliberare a Cisplatinului in mediu slab alcalin din nanoparticulele E6 si E7 de
tip PVP este situat intre 97% si 99% iar din nanoparticulele E8 de tip PCL este de aproximativ
92%.

4.1.3 Evaluarea eficientei de incarcare si eliberare a Paclitaxelului din nanoparticulele pe
baza de PVP si PCL

Studii de incarcare a nanoparticulelor E1 si E4 cu Paclitaxel

Incarcarea particulelor de PVP si PCL cu Paclitaxel s-a realizat prin difuzie folosind urmatorul
mod de operare: 50 mg de nanoparticule au fost dispersate in 1.5 ml solutie alcoolica de
Paclitaxel (Etanol/Ser fiziologic (0.9%), intr-un raport volumic de 1/1) cu o concentratie de 15
mg/ml. Nanoparticulele au fost tinute in aceasta solutic la 37°C sub agitare timp de 3h, durata
care corespunde cu durata in care s-a inregistrat gradul maxim de umflare. In etapa urmatoare,
suspensia a fost centrifugata, supernatantul a fost indepartat iar sedimentul a fost liofilizat in
prezenta unui crio-protector (trehaloza).

Cantitatea de Paclitaxel incarcata in nanoparticule a fost in cazul probei E1 de aproximativ 0.03
mg Paclitaxel/l mg nanoparticule iar in cazul probei E4 a fost de aproximativ 0.05 mg
Paclitaxel/l mg nanoparticule. Masuratorile au fost realizate prin spectroscopie UV-Vis la o
lungime de unda de 233 nm.

Studii de eliberare a Paclitaxelului din probele E1 si E4

Procesul de eliberare a Paclitaxelului din nanoparticule in solutie de Etanol/Ser fiziologic (0.9 %)
a fost monitorizat prin masuratori spectroscopice UV-VIS utilizand un dispozitiv UV-VIS
Nanodrop One. Masuratorile au fost realizate la o lungime de unda de 233 nm. Cinetica de
eliberare a Paclitaxelului a fost studiata pentru: nanoparticulele de tip E1 si E4, si a fost evaluata
utilizand celule de difuzie Franz prevazute cu membrana artificiala de celuloza. In

compartimentul donor a fost introdusa suspensia de nanoparticule (50 mg de nanoparticule
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dispersate in 1 ml Etanol/Ser fiziologic (0.9%). In compartimentul receptor a fost asigurata o
buna agitare pe tot parcursul experimentului (120 rpm) iar temperatura de lucru a fost mentinuta

constanta la 37 = 0,5°C. Un anumit volum de solutie (intotdeauna acelasi) a fost prelevat la

intervale de timp prestabilite masurandu-se absorbanta acesteia cu un spectrofotometru UV-VIS.
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Figura 23. Cinetica de eliberare in vitro a Paclitaxelului din nanoparticulele pe baza de PVP
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Figura 24. Cinetica de eliberare in vitro a Paclitaxelului din nanoparticulele pe baza de PCL

(E4)

Eficienta de eliberare a Paclitaxelului din nanoparticulele E1 de tip PVP dupa primele 48 de ore

de testare a fost de aproximativ 26%, iar din nanoparticulele E4 de tip PCL a fost de aproximativ

14%. Aceasta diferenta este datorata caracterului diferit al celor doua tipuri de particule, PCL

avand un caracter hidrofob in timp ce PVP este hidrofil, se umfla in mediu apos si permite o

crestere procentului de medicament eliberat.
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Activitate 4.2 : Determinarea hemocompatibilitatii nanoparticulelor prin evaluarea gradului
de hemoliza

Testul de hemoliza este o cerinta obligatorie pentru materialele care intra in contact cu sangele.
Interactiunea materialelor cu componentele sangvine poate duce la schimbarea proprietatilor
sangvine. Din acest motiv a fost evaluata influenta nanoparticulelor obtinute asupra sangelui cu
ajutorul unui test de hemoliza. Hemoliza reprezinta distrugerea celulelor rosii din sange, soldata
cu eliberarea hemoglobinei si a altor componente in lichidul din jur. Daca aceastd distrugere are
loc pentru un numdr semnificativ de celule rosii din sange, poate duce la conditii patologice
periculoase. Pentru evaluarea hemocompatibilitatii nanoparticulelor obtinute s-a utilizat metoda
spectrofotometrica. Proba de sdnge uman utilizata a fost proaspat obtinuta de la un voluntar
sanatos nefumator. Pentru inceput, 5 ml de sange au fost centrifugati la 2000 rpm timp de 5
minute, plasma a fost apoi indepartata si suspensia de hematii (RBC) sedimentate a fost separata
si spalata de mai multe ori cu solutie salind. Suspensia de RBC a fost in final diluata cu 25 ml de
solutie salind. Peste 2 ml de suspensie de RBC s-au addugat 2 ml de suspensie de nanoparticule
in solutie salind normald (concentratiile finale au fost de 100 pg nanocapsule / ml, 250 pg
nanocapsule / ml si 500 pg nanocapsule/ml). Probele control pozitiv (100% lizd) si negativ (0%
liza) au fost preparate prin adaugarea de volume egale de 2% Triton X-100 si respectiv de solutie
salind la suspensia de RBC. Probele au fost incubate la 37°C timp de 1.5 si 3 ore. Probele au fost
agitate o data la fiecare 30 de minute pentru a resuspenda RBC-urile si nanoparticulele. Dupa
timpul de incubare, probele au fost centrifugate la 2000 rpm timp de 5 minute. Absorbtia
oxihemoglobinei in supernatant a fost masuratd spectrofotometric la 540 nm. Gradele de
hemoliza ale RBC au fost calculate folosind relatia (1):

Abs — Abs :
( proba Control negativ ) «100
(AbSControl pozitiv AbSControl negativ ) (1)

Hemoliza % =

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figurile 25-29:

37



ES5

1.75

=
o N
d

006
" 3ore

" 150re

o
Ul

Hemoliza (%)
|_\

o

0.100 0.250 0.500
Concentratia (mg/ml)

Figura 25: Gradul de hemoliza obtinut pentru proba E5
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Figura 26: Gradul de hemoliza obtinut pentru proba E6
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Figura 27: Gradul de hemoliza obtinut pentru proba E1
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Figura 28: Gradul de hemoliza obtinut pentru proba E4
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Figura 29: Gradul de hemoliza obtinut pentru proba E8
Informatiile obtinute in urma acestui test sugereaza ca nanoparticulele obtinute prezinta o buna

compatibilitate cu mediul sangvin, care se incadreaza in limitele normale (< 10% comparativ cu

proba control pozitiv).

Activitatea 4.3: Studiul in vitro a citotoxicitatii nanoparticulelor

In cadrul acestei etape au fost realizate teste de citotoxicitate pe fibroblasti umani dar si pe cele 3
tipuri de celule canceroase, si anume: linia celularai MCF-7 (ATCC® HTB-22"), celule
epiteliale umane izolate dintr-un adenocarcinom de glandd mamara, A-375 [A375] (ATCC®
CRL-1619™), celule epiteliale umane izolate dintr-un melanom malign de piele, si celule
canceroase izolate dintr-un adenocarcinom de la nivelul plamanilor (NCI-H596).

In plus fata de studiul in vitro a citotoxicitatii nanoparticulelor de PVP si PCL (activitate descrisa

in propunerea de proiect), in aceasta etapa s-a realizat si o alta activitate, studiul apoptozei, care
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nu a fost prevazuta in propunerea de proiect dar care este foarte importanta in stabilirea
comportamentului in vitro de biomaterial al nanoparticulelor sintetizate.

4.3.1 Studiul citotoxicitacii pe fibroblasti umani

Pentru evaluarea citotoxicitdtii materialului luat in studiu s-au utilizat celule fibroblaste adulte,
aderente, de provenientd dermica, Human Dermal Fibroblasts adult (HDFa). Anterior testarii,
materialul E1 fost sterilizat (timp de 5 min. la radiatia UV-vis) si pus Tn contact direct cu celulele
fibroblaste la doua concentratii stabilite (250 si 500ug/ml). Concentratia si volumul de material
introdus in flacon a fost calculat si in functie de caracteristicile flaconului de cultura utilizat
(flacon de cultura steril, noncitotoxic, cu suprafata de 25 cm?, volumul de lucru de 7 ml si capac
de tip filtru).

Protocolul de lucru a vizat urmatoarele etape: prepararea mediului nutritiv complet necesar
proliferarii celulare (celulele fibroblaste HDFa crioconservate au fost cultivate in mediul de
crestere DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplimentat cu 10% FBS (Fetal Bovine
Serum), un cocktail de antibiotice constand din 1% (v/v) penicilina-streptomicina si 1% (v/v)
aminoacizi neesentiali); dezghetarea si cultivarea celulelor fibroblaste de provenienta dermica
(HDFa)); pasajarea celulelor fibroblaste in vederea obtinerii unui numar suficient de flacoane
(flask-uri), continand celule fibroblaste cu care materialul de testat a fost pus in contact direct;
schimbarea mediului nutritiv; punerea in contact direct a materialului de testat (la cele doua
concentratii stabilite) cu celulele fibroblaste; analiza microscopica - microscopul inversat
(CKX41, Olympus si determinarea procentului de viabilitate (la numaratorul automat de celule
EVE™ Automatic cell counter) utilizand testul de excludere cu albastru trypan 0,4%. Proba E1 a
fost testat in duplicat, la concentratiile enuntate mai sus, iar rezultatele au fost raportate la proba

martor. Rezultatele experimentului se regasesc in Tabelul 19.

Tabel 19: Rezultate viabilitate celulara - dupa 48 h de incubare a celulelor fibroblaste in

prezenta materialului supus testarii (conc. 250ug/ml, 500ug/mli)

nr. Cod Probe P1% | P2% | media% | Lcviaia
crt. standard
Martor 99 100 100 0,7
2 250 pg/ml 80 86 83 42
3 500 pg/ml 75 80 78 35
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Rezultatele testului de citotoxicitate a indicat faptul ca materialul E1 supus testarii, s-a incadrat
n categoria non-citotoxic la conc. de 250ug/ml, la conc. de 500 pg/ml manifestand un usor efect

citotoxic.
4.3.2 Studiul citotoxicitatii pe liniile de celule canceroase
Pregitirea materialului biologic

1. Linia celulard MCF-7 (ATCC® HTB-22™) este reprezentati de celule epiteliale umane
izolate dintr-un adenocarcinom de glanda mamara si prezintd urmatoarele caracteristici de

cultivare in vitro:
Mediul complet de crestere:

Mediul de bazd pentru aceastd linie celulard este Dulbecco modificat cu continut crescut de
glucozd (DMEM - 4,5 mg/L, Biochrom AG, Germania); ser bovin fetal la o concentratie finala
de 10% bovin (Sigma, Germania), 100 pg/ml streptomicind (Biochrom AG, Germania), 100

UlI/ml penicilind (Biochrom AG, Germania).
Subcultivare:
1. Se colecteaza mediul din placa de cultura intr-un tub de centrifuga.

2. Se clateste scurt stratul de celule cu 0,25% (w/v) solutie Tripsina-EDTA (0,53 mM) pentru a

elimina toate urmele de ser care contin inhibitor de tripsina.

3. Se adauga 2,0 pand la 3,0 ml solutie Tripsind-EDTA 1in placa de culturd si se vizualizeaza
celulele la un microscop inversat pana cand stratul celular este dispersat (de obicei in interval de

5 pana la 15 minute).

Nota: Pentru a evita aglomerarea, nu se agitd celulele lovind sau agitind placa in asteptarea

detasarii celulelor. Celulele dificile de detasat pot fi plasate la 37 ° C pentru a facilita dispersia.
4. Se adauga 6,0 pana la 8,0 ml de mediu de crestere complet si se aspira celulele pipetand usor.

5. Se transferd suspensia de celule in tubul de centrifugad cu mediul si celulele de la pasul 1 si se

centrifugheaza la aproximativ 125 x g timp de 5 pand la 10 minute. Se arunca supernatantul.
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6. Se resuspenda peletele celulare in mediu proaspat de crestere si se plaseaza suspensiei celulara

in vase noi de cultura.

7. Incubarea culturilor la 37°C.

Rata de subcultivare: 1:3 pana la 1:6

Reinnoire mediu: de 2 - 3 ori pe saptamana.

Crioconservare:

Mediul de inghetare: Ser fetal bovin suplimentat cu 5% (v/v) DMSO
Temperatura de pastrare: vapori de azot lichid

Conditii de cultivare:

Atmosfera: aer, 95%; dioxid de carbon (CO2), 5%

Temperatura: 37° C

2. A-375 [A375] (ATCC® CRL-1619™) — celule epiteliale umane izolate dintr-un
melanom malign de piele. Pentru aceasta linie celulard s-au avut in vedere urmatoarele conditii
de cultivare:

Mediul complet de crestere:

Mediul de bazda Dulbecco modificat cu continut crescut de glucoza (DMEM - 4,5 mg/L,
Biochrom AG, Germania), suplimentat cu 15% ser fetal bovin (Sigma, Germania), 100 pg/ml
streptomicind (Biochrom AG, Germania), 100 Ul/ml penicilina (Biochrom AG, Germania).
Subcultivare

1. Se colecteaza mediul din placa de cultura intr-un tub de centrifuga.

2. Se clateste scurt stratul de celule cu 0,25% (w/v) solutie Tripsina-EDTA (0,53 mM) pentru a
elimina toate urmele de ser care contin inhibitor de tripsina.

3. Se adduga 2,0 pana la 3,0 ml solutie Tripsind-EDTA 1n placa de culturd si se vizualizeaza
celulele la un microscop inversat pana cand stratul celular este dispersat (de obicei in interval de

5 pand la 15 minute).
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Nota: Pentru a evita aglomerarea, nu se agitd celulele lovind sau agitdnd placa in asteptarea
detasarii celulelor. Celulele dificile de detasat pot fi plasate la 37° C pentru a facilita dispersia.

4. Se adauga 6,0 pana la 8,0 ml de mediu de crestere complet si se aspira celulele pipetand usor.
5. Se transfera suspensia de celule in tubul de centrifugd cu mediul si celulele de la pasul 1 si se
centrifugheaza la aproximativ 125 x g timp de 5 pana la 10 minute. Se arunca supernatantul.

6. Se resuspenda peletele celulare In mediu proaspat de crestere si se plaseaza suspensiei celulara
in vase noi de cultura.

7. Incubarea culturilor la 37°C.

Rata de subcultivare: 1:3 pana la 1:8

Reinnoire mediu: la fiecare 2-3 zile.

Crioconservare:

Mediul de inghetare: Ser fetal bovin suplimentat cu 5% (v/v) DMSO

Temperatura de pastrare: vapori de azot lichid

Conditii de cultivare

Atmosfera: aer, 95%; dioxid de carbon (CO2), 5%

Temperatura: 37° C

3. Linia celulara de carcinom pulmonar adenoscuamos uman NCI-H596-H596 (ATCC®HTB-
178™) a fost cultivatd in mediu RPMI-1640 (ATCC®30-2001), suplimentat cu ser fetal 10%
(FBS, Sigma, Germany), 100 pg/ml streptomicind (Biochrom AG, Germany), 100 Ul/ml
penicilind (Biochrom AG, Germany), in atmosfera umidificata si in prezenta a 5% CO,, la 37°C,
intr-un incubator Binder, pana la obtinerea unei confluente optime, in placi de cultura de 75 cm®.
4.3.3 Determinarea viabilititii celulare prin metoda MTT

Principiul metodei

Metoda colorimetrica cu bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazoliu (MTT) are la
baza capacitatea dehidrogenazelor mitocondriale din celulele vii de a converti substratul
hidrosolubil galben (MTT) in formazan, de culoare albastru inchis, insolubil in apa, cantitatea de

formazan produsa fiind direct proportionala cu numarul de celule vii.
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Figura 30: Reducerea enzimatica a MTT la formazan. Formazanul formeaza cristale solide care
strapung membrana celulara dupa o anumita perioada de crestere si duce la moartea celulelor,

perturband formarea suplimentara de formazan

Aceasta metoda cantitativa, sensibila si foarte precisd, evalueaza atat efectul asupra viabilitatii
celulare cat si asupra proliferarii si starii celulare. Testul cu MTT este mult mai util in detectarea
celulelor care nu se gasesc in diviziune, dar care sunt inca active, putand fi utilizat pentru a face
o delimitare intre proliferarea si activarea celulard. Acest test se preteaza foarte bine pentru
culturile celulare care cresc aderent pe substrat, permitand procesarea unui numar mare de probe,
absorbtiile Inregistrate convertindu-se in numar celular pe baza unor curbe standard construite cu

dilutii cunoscute de celule.
Tehnica de lucru

Monostratul celular a fost detasat cu tripsina / EDTA, celulele au fost numarate cu ajutorul unui
numarator automat de celule (CelometerMini-Nexcelom), evaludndu-se totodata si viabilitatea
celulara folosind testul de excluziune cu albastru de tripan. Pentru realizarea tratamentului,
celulele au fost cultivate in placi cu 96 godeuri (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,

Elvetia) cu densitatea de 8 x 10° celule/godeu.

Pentru ambele linii celulare tumorale, durata tratamentului a fost de 24 si 48 ore, compusii testati
si dozele folosite fiind redate in Tabelul 20, fiecare variantd experimentala fiind realizata in

patru exemplare.

Tabel 20: Codificarea produsilor testati si dozele specifice folosite pentru tratarea celulelor,

cifra din dreapta reprezentand doza (ug/ml).
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Nr. crt. Compus (pg/ml)
1 E1 100
2 E1 200
3 E1 300
4 E1 400
5 E1 500
6 E4 100
7 E4 200
8 E4 300
9 E4 400
10 E4 500
11 E6 100
12 E6 200
13 E6 300
14 E6 400
15 E6 500
16 E8 100
17 E8 200
18 E8 300
19 E8 400
20 E8 500
21 CIS 10
22 CIS 100
23 PTX 10
24 PTX 100

CIS — cisplatin; PTX - paclitaxel

Dupa expirarea perioadei de incubare in prezenta substantelor de testat, mediul de incubare a fost
inlocuit cu 100 pL de mediu proaspat, peste care s-au adaugat 10 uL solutie de MTT (5 mg/ml)
iar apoi celulele au fost mentinute la 37°C timp de 3 ore, in conditii de umiditate si prezenta CO2
(5%). Urmatoarea etapa o constituie indepartarea a 90 pL din lichidul de culturd si dizolvarea
precipitatului de formazan format cu 100 pL solutie de DMSO si plasarea culturilor in termostat

10 min, perioada in care culoarea mediului de cultura vireaza spre nuante de violet brun.

Dupa cele 10 minute de incubare probele au fost citite spectrofotometric la A = 562 nm, folosind

cititorul automat pentru microplaci Biochrom EZ Read 400, conectat la calculator.
Rezultate privind evaluarea viabilititii celulare

Cercetarile in vitro, pe culturile de celule tumorale, au avut ca scop investigarea gradului de

biocompatibilitate a unor noi nanoparticule de sintezd, ce au fost ulterior incdrcate cu
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citostaticele de uz clinic cisplatina si paclitaxel, folosind o gama de doze ce a variat de la 100 la
500 pg/ml, precum si evaluarea eficientei activitatii citostatice prin eliberarea controlatd a

citostaticelor, in vederea realizarii unei terapii antitumorale tintite.
Compusii testati, timp de 24 si 48 de ore, au fost:

— nanoparticulele neincarcate Elsi E4;
— nanoparticulele incarcate cu citostatice E6 si ES;
— citostaticele standard, cisplatina (CIS) si paclitaxelul (PTX).

1. In cazul tratamentului de 24 de ore cu nanoparticulele neincircate cu citostatice E1 si E4 a
celulelor tumorale A 375, provenite dintr-un melanom malign (Figura 31), s-a evidentiat,
comparativ cu celulele martor netratate, un efect nesemnificativ asupra viabilitatii celulare,
valorile fiind cuprinse, in cazul E1 intre 97,24% (100 pg/ml) si de 75,67% (500 pg/ml), iar in
cazul E4 intre 91,85% la doza de 100 pg/ml si 84,31% (500 pg/ml), ceea ce sugereaza o buna
biocompatibilitate. Tratamentul de 24 de ore cu E6 a determinat scideri notabile ale viabilitatii
celulare, intr-o manierd dependenta de doza, inregistrandu-se la doza maxima (500 pg/ml)

valoarea de 66,30%. Nu aceeasi situatie se observa si in cazul tratamentului cu ES8, cand se

constatd o valoare de 85,85% a viabilitatii celulare la doza maxima folosita (500 pg/ml).
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Figura 31: Efectul tratamentului de 24 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
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El, E4, E6 si E8 asupra viabilitatii culturilor de celule tumorale A 375
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Tratamentul cu CIS timp de 24 de ore, a indus o diminuare semnificativd a viabilitatii celulare,
fiind consemnate, surprinzator, valori similare ale viabilitatii celulare la cele doua doze folosite,
de 35,69% la doza de 10 pg/ml si de 34,44% la doza de 100 pg/ml, corespunzatoare unor efecte
citotoxice foarte pronuntate, de 64,31% si respectiv 65,56%, fiind depasita limita de impusa de
programele de referintda de screening in vitro si anume, inhibarea proceselor celulare cu cel putin
50%. Tratamentul timp de 24 de ore cu PTX, a determinat o diminuare moderata a viabilitatii
celulelor tumorale A 375, fiind inregistrate valori ale viabilitatii celulare de 71,32% la doza de
10 pg/ml si de 62,18% la doza de 100 pg/ml, care corespund unor efecte citotoxice de 28,68% si
respectiv de 37,82%.

2. Tratamentul de 48 de ore cu compusii testati a fost urmat, in general, de diminuari ale
viabilitatii celulelor neoplazice A 375, comparativ cu tratamentul de 24 de ore, dupa cum se
observa din Figura 32. Astfel, in cazul nanoparticulelor neincarcate cu citostatice, dupa 48 de
ore de tratament, viabilitatea celulelor atinge, in raport cu martorul si la doza maxima folosita, de
500 pg/ml, valoarea de 80,74% pentru E1 si de 89,72% pentru E4, corelate cu valori de 19,26%
si 10,28% ale citotoxicitatii, fiind practic non-citotoxice. In cazul tratamentul de 48 de ore cu E6
s-a inregistrat o diminuare semnificativd a viabilitdtii celulare, intr-o manierd dependenta de
doza, inregistrandu-se la doza maxima (500 ug/ml) valoarea de 46,83%, ceea ce corespunde unui
efect citotoxic de 53,17%, depdsind pragul minim de 50% recomandat de programele de
screening in vitro. Tratamentul cu nanoparticulele E8, timp de 48 de ore, a condus la diminuari
progesive ale viabilitatii celulare, mai accentuate comparativ cu tratamentul de 24 ore, atingand
la doza de 500 pg/ml valoarea de 58,72%, ceea ce conduce la un efect citotoxic semnificativ, de
41,28%, dar care nu atinge pragul de minimum 50% recomandat de programele de screening in
vitro. Si in cazul tratamentului de 48 de ore se constata o interferentd puternica a cisplatinei cu
viabilitatea celulara, fiind Inregistrate valori de 21,84% la doza de 10 pg/ml si de 20,76% la doza
de 100 pg/ml, corelate cu efecte citotoxice semnificative, de 78,16% si respectiv de 79,24%.
Prelungirea tratamentul cu PTX timp de incad 24 de ore, s-a concretizat prin diminudri ale
valorilor viabilitatii celulelor tumorale A 375 comparativ cu cele constatate in cazul
tratamentului de 24 de ore, fiind inregistrate valori ale viabilitatii celulare de 61,56% la doza de
10 pg/ml si de 48,78% la doza de 100 pg/ml, care corespund unor efecte citotoxice de 38,44% si
respectiv de 51,22%.
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Figura 32: Efectul tratamentului de 48 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor

El, E4, E6 si E8 asupra viabilitatii culturilor de celule neoplazice A 375.

Se remarcd, pe de o parte, buna tolerabilitate celulard pentru nanoparticulele neincarcate E1 si
E4, iar pe de alta parte, impactul citotoxic semnificativ determinat de nanoparticulele incarcate

cu citostatice, E6 si E8, insa inferior celui indus de citostaticele administrate singular.

3. Circuitul testarilor in vitro a inclus testarea compusilor E1, E4, E6, ES8 si pe alta linie celulara
tumorald, MCF 7, provenita dintr-un adenocarcinom de san. Dupa cum se poate observa din
Figura 33, tratamentul timp de 24 de ore cu nanoparticulele neincarate E1 si E4 a celulelor
neoplazice MCF 7, a evidentiat un impact neglijabil asupra viabilitatii celulare, valorile fiind
cuprinse Intre 99,47% la concentratia minima folositd (100 pg/ml), si de 82,65% (100 pg/ml) in
cazul E1 si respectiv de 99,14% la doza de 100 pg/ml si de 91,35% (500 pg/ml) in cazul E4.
Tratamentul de 24 de ore cu nanoparticulele E6 a determinat scdderi moderate ale viabilitatii
celulare, intr-o maniera dependend de dozd, inregistrandu-se la doza minima (100 pg/ml)
valoarea de 98,33% iar la doza maxima utilizata (500 pg/ml) valoarea de 81,74%. O situatie
similara se observa si in cazul incarcarii nanoparticulelor E8, cand se constatd la doza minima
folosita (100 pg/ml) o valoare de 93,40% a viabilitatii celulare, iar la doza maxima (500 pg/ml),
valoarea de 85,71%. Tratamentul cu cisplatind timp de 24 de ore, a condus la o interferentd mai
scazuta cu viabilitatea celulara comparativ cu cea semnalata in cazul liniei celulare A 375, fiind
consemnatd la doza de 10 pg/ml valoarea de 70,34%, pentru ca la doza de 100 pg/ml, sa se

inregistreze o valoare a viabilitatii celulare de 54,13%, corelate cu valori ale efectului citotoxic
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de 29,66% si respectiv de 45,87%. In cazul tratamentului de 24 de ore cu PTX a celulelor de
adenocarcinom de s&n MCF 7, s-a constatat o interferenta mai scazuta cu viabilitatea celulelor
MCF 7, comparativ cu cisplatina, fiind inregistrate valori de 80,50% la doza de 10 pg/ml si de

74,38% la doza de 100 ng/ml, ceea ce reflectd un efect slab citotoxic pe aceasta linie celulara, de

19,5% si respectiv 74,38%.
PP & q«*q”

Figura 33: Efectul tratamentului de 24 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
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El, E4, E6 si ES asupra viabilitatii culturilor de celule tumorale MCF 7.

4. Tratamentul de 48 de ore cu compusii E1, E4, E6 si E8 la aceleasi doze, s-a concretizat prin
diminuari nesemnificative ale viabilitatii celulare. Astfel, analizand Figura 34, se constata ca in
cazul nanoparticulelor neincarcate cu citostatice, dupa 48 de ore de tratament, viabilitatea
celulelor atinge, la doza maxima folosita, de 500 pg/ml, valoarea de 84,05% pentru E1 si de
83,03% pentru E4, corelate cu valori de 15,95% si 16,97% ale citotoxicitatii, fiind bine tolerate
de celule. Spre deosebire de linia celulard tumorald A 375, tratamentul de 48 de ore a celulelor
neoplazice MCF 7 cu E6 si E8 (incdrcate cu citostatice) s-a caracterizat prin interferenta
nesemnificativa cu viabilitatea celulara, inregistrdndu-se la doza maxima (500 pg/ml) valorile de
84,76%, si respectiv, de 72,97% ceea ce corespunde unor efecte citotoxice de 15,24% si
respectiv 27,03%, nedepasind pragul minim de 50% recomandat de programele de screening in
vitro.Tratamentul singular cu cisplatina, timp de 48 de ore, a condus la diminuarea valorilor
viabilitatii celulare, mai accentuate fatd de cele constatate la tratamentul de 24 ore, atingand la

doza de 100 pg/ml valoarea de 37,73%, ceea ce conduce la un efect citotoxic semnificativ, de
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62,27%, care depaseste pragul de minimum 50% recomandat de programele de screening in
vitro. Tratamentul cu PTX timp de 48 de ore, a fost urmat de o interactiune slaba cu viabilitatea
celulelor tumorale MCF 7, fiind inregistrate valori de 71,51% la doza de 10 pg/ml si de 70,68%

la doza de 100 pg/ml, care corespund unor efecte citotoxice de 28,49% si respectiv de 29,32%.
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Figura 34. Efectul tratamentului de 48 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
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El, E4, E6 si ES asupra viabilitatii culturilor de celule neoplazice MCF 7.

In cazul liniei celulare MCF 7 este de mentionat buna biocompatibilitate a nanoparticulelor
neincdrcate cu citostatice, E1 si E4. Se constatd un impact citotoxic neglijabil inregistrat in cazul
nanoparticulelor incarcate cu citostatice, E6 si E8, cauzat, probabil, pe de o parte, de intarzierea
eliberarii citostaticelor din nanoparticule, iar pe de alta parte, de reactivitatea celulara scazuta a
acestei linii celulare tumorale.

5. In cazul tratamentului de 24 de ore cu nanoparticulele neincarcate E1 si E4 a celulelor
tumorale NCI-H596, (Figura 35), s-a consemnat, comparativ cu celulele martor netratate, un
efect nesemnificativ asupra viabilitatii celulare, valorile fiind, in cazul E1 de 98,49% (100
pg/ml) si de 86,72% (500 pg/ml), iar In cazul E4 de 95,56% la doza de 100 pg/ml si de 91,52%
la doza de 500 pg/ml, ceea ce sugereaza o bund tolerabilitate. Tratamentul de 24 de ore cu
nanoparticulele incarcate cu cisplatind (E6) nu a condus la scdderi ale viabilitdtii celulare,
nregistrandu-se la doza minima o viabilitate de 97,64% iar la cea maxima, o valoare de 90,02%.
O situatie similard se observd si in cazul tratamentului cu particulele incarcate E8, cand se

constatd o valoare de 93,70% a viabilitatii celulare la doza minimad si usor mai scazuta, de
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81,80% la doza maxima folositd (500 pg/ml). Tratamentul cu cisplatind timp de 24 de ore, a
indus o diminuare semnificativa a viabilitatii celulare, fiind Inregistrata o valoare de 45,20% la
doza de 100 pg/ml, corespunzatoare unui efect citotoxic de 54,80%, care atinge limita impusa de
programele de referintd de screening in vitro si anume, inhibarea proceselor celulare cu cel putin
50%.
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Figura 35: Impactul tratamentului de 24 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
El, E4, E6, ES si CIS asupra viabilitatii culturilor de celule tumorale NCI-H596.

6. Tratamentul de 48 de ore cu compusii testati a fost urmat, in general, de diminudri ale
viabilitatii celulelor neoplazice pulmonare NCI-H596, comparativ cu tratamentul de 24 de ore,
dupa cum se observa in Figura 36. Astfel, tratamentul de 48 de ore cu nanoparticulele
neincarcate cu citostatic determina, comparativ cu martorul, Inregistrarea unei viabilitati, la doza
minima, de 88,64% iar la doza maxima, de 83,85% pentru E1 iar pentru E4 de 86,68% (la 100
ug/ml) si de 84,48% la doza de 500 pg/ml, nefiind practic citotoxice. In cazul tratamentului de
48 de ore cu nanoparticulele E6 incarcate cu CIS s-a inregistrat o diminuare notabila a viabilitdtii
celulare, intr-o maniera dependentd de doza, inregistrandu-se la doza maxima (500 pg/ml)
valoarea de 47,80%, ceea ce corespunde unui efect citotoxic de 52,20%, depasind pragul minim
de 50% recomandat de programele de screening in vitro. Nu aceeasi situatie se constata la
nanoparticulele incarcate E8, cand la doza minima s-a inregistrat o viabilitate de 95,10%, care a

scazut usor la doza maxima, la 81,75%. Tratamentul cu cisplatina timp de 48 de ore, a condus la
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o interferentd remarcabila cu viabilitatea celulara, fiind consemnata valoarea de 35,63%, corelata
cu un efect citotoxic de 64,37%, care depaseste limita minima de 50% impusa de programele de

screening in vitro.
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Figura 36: Efectul tratamentului de 48 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
El, E4, E6, ES si CIS asupra viabilitatii culturilor de celule neoplazice NCI-H596 .

Comparativ cu liniile celulare A 375 si MCF 7 pe care au fost testati anterior compusii, in cazul
liniei celulare NCI-H596 este de remarcat, de asemenea, buna biocompatibilitate a
nanoparticulelor E1 si E4, neincarcate cu cisplatina, fiind bine tolerate de celule. Se constatd insa
un impact citotoxic mai scazut inregistrat in cazul nanoparticulelor incarcate cu cisplatina, E6 si
E8, cauzat, posibil, pe de o parte, de intarzierea eliberarii citostaticelor din nanoparticule, iar pe
de alta parte, de reactivitatea celularda mai scazutd a acestei linii celulare tumorale, avand o rata
de diviziune mai lenta. Cel mai puternic efect citotoxic a fost Inregistrat pe linia celulara A 375,
urmata de linia MCF 7, apoi de NCI-H596.

Tn ansamblul lor, rezultatele obtinute in urma testelor de viabilitate celulara confirma buna
compatibilitate celulara fatd de nanoparticulele nou sintetizate. Dintre cele doud sisteme de
vectorizare incdrcate cu cisplatind, E6 a indus un efect citotoxic semnificativ, realizat printr-0
eliberare mai rapida a citostaticului din complex, care s-a manifestat pe parcursul unui contact
prelungit de 48 de ore cu celulele, avand insa eficientd antitumorald mai scazutad fatad de cea a

chimioterapicului administrat singular. S-a remarcat impactul citotoxic semnificativ, in special
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pe linia celulara A 375, ceea ce sugereaza o posibild aplicabilitate biomedicald, in terapia tintitd a
melanomului malign.

4.3.4 Evaluarea apoptozei celulare

Apoptoza sau moartea celulard programatd este un proces fiziologic normal cu rol in
indepartarea celulelor nedorite. Unul dintre evenimentele anterioare apoptozei este translocarea
fosfatidilserinei (PS) membranei de la partea interioara a membranei plasmatice la suprafata. De
asemenea, apoptoza este caracterizata printr-un numar de fenomene intracelulare, cum ar fi:
formarea de vezicule pe suprafata membrane celulare, condensarea cromatinei si fragmentarea
ADN-ului nuclear. Anexina V, o proteind de legare a fosfolipidelor dependentd de Ca®*, are
afinitate ridicata pentru PS, iar Anexina V marcata cu fluorocrom este utilizata pentru detectarea
PS expusa la suprafata membranei celulare cu ajutorul citometriei in flux. Conjugarea dintre
Anexina V si fluoresceind (FITC - Fluorescein isothiocyanat) faciliteaza cuantificarea rapida a
celulelor apoptotice marcate fluorescent. La inceputul procesului de apoptoza, fosfatidilserina
(PS) devine expusad pe suprafata celulard prin trecerea de pe partea interna spre cea externa a
membranei citoplasmatice. Acest eveniment este considerat a fi important pentru recunoasterea
celulelor supuse apoptozei de catre macrofage - care au receptori specifici pentru fosfatidilserina,
permitand astfel initierea rapida a procesului de fagocitoza.

Iodura de propidiu (PI) este utilizatd pe scara larga impreuna cu Anexina V pentru a determina
dacd celulele sunt viabile, apoptotice sau necrotice datoritd diferentelor in integritatea si
permeabilitatea membranei plasmatice. PI este utilizatd mai des comparative cu alti coloranti
nucleari, deoarece este stabild si este un bun indicator al viabilitatii celulare, pe baza capacitatii
sale de excludere a celulelor vii. Abilitatea PI de a intra intr-o celula depinde de permeabilitatea
membranei; Pl nu coloreazd celulele vii sau apoptotice timpurii datoritd prezentei unei
membrane plasmatice intacte. In celulele apoptotice si necrotice tarzii, integritatea membranelor
plasmatice si nucleare scade, permitand PI sd treaca prin membrana, sd se lege la acizii nucleici
si sa prezinte fluorescenta rosie.

Etape de lucru:

1. Pentru realizarea monostratului celular, celulele au fost cultivate in placi cu 12 godeuri la o

densitate de 75x10° celule/godeu. Dupa 24 de ore de la incubare s-a aplicat tratamentul cu
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compusii testati folosindu-se doua doze, 250 si 500 pg/ml, iar in cazul citostaticelor standard au
fost testate dozele de 10 si 100 pg/ml.
2. Dupa expirarea perioadei de tratament de 48 ore, celulele au fost prelucrate pentru

determinarea apoptozei dupa cum urmeaza:

colectarea mediului de culturd in tuburi de centrifugd (tuburi sterile de 15 ml),

- spalarea filmului celular cu 300 pul TFS cald si colectarea mediului in tuburile de
centrifuga corespunzitoare variantelor de tratament,

- desprinderea filmului celular cu 250 pl tripsina preincalzita,
- incubare la 37°C timp de 5 minute,

- actiunea tripsinei a fost stopatd prin adaugare a 500 pl mediu de culturd complet
(DMEM+10% FBS),

- suspensia celulara rezultata a fost transferata in tuburile de centrifuga corespunzatoare,
- centrifugare la 2500 rpm/4 minute/4°C,

- resuspendare sediment in 1000 pl TFS rece,

- centrifugare la 2500 rpm/4 minute/4°C,

- resuspendare sediment in 300 ul Binding Buffer 1x (BB) rece,
- centrifugare la 2500 rpm/4 minute/4°C,

- resuspendare sediment in 100 ul Binding Buffer 1x (BB) rece,
- marcare cu 5 pl Anexina V-FITCH,

- repaus 20 minute la 37°C,

- centrifugare la 2500 rpm/4 minute/4°C,

- resuspendare sediment in 300 ul Binding Buffer 1x (BB) rece,
- marcare cu 5 pl iodura de propidiu (PI). PI=1mg/ml,

- analiza la citometru in flux.

Protocolul consta, pe scurt, in detasarea celulelor prin tripsinizare, urmata de spalarea lor cu PBS
(phosphate buffered saline) rece, resuspendarea lor in tamponul de legare si marcarea succesiva
cu Anexina V-FITC si iodura de propidiu (furnizate cu kitul eBioscience). Analiza apoptozei a
fost efectuatd cu un citometru de flux QuantaSC Beckman Coulter Cell, echipat cu un laser de

488 nm si fluorescenta a fost colectata pentru FITC pe FL1 (bandpass filter 525 nm) si pentru
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iodura de propidiu pe FL3 (long pass filter 670 nm). Celulele care au fost negative la iodurad de
propidiu (PI) si negative la Anexina V sunt considerate a fi sdndtoase, celulele negative la PI si
pozitive cu Anexina V sunt considerate apoptotice, iar celulele pozitive pentru PI si Anexina V
sunt considerate necrotice. Toate datele au fost exportate ca fisiere LMD si analizate prin

software FCSalyzer v. 0.9.17-alpha.
Rezultate privind evaluarea apoptozei celulare

Apoptoza celulard a fost investigata dupa tratamentul de 48 de ore cu compusii testati prin testul
cu Anexina V-FITC si iodura de propidiu. Determinarea apoptozei prin utilizarea anexinei V-
FITC si a iodurii de propidiu are la baza afinitatea puternicd a anexinei V pentru reziduurile de
fosfatidilserind (in mod normal ascunse in membrana plasmaticd) de la suprafata membranei
celulare. De-a lungul instalarii procesului apoptotic, fosfatidilserina este translocatda de pe fata
citoplasmatica a membranei plasmatice la suprafata celulei. lodura de propidiu este utilizata
pentru diferentierea celulelor moarte de cele vii, permitind de asemenea separarea dintre celulele
preapoptotice si apoptotice In combinatie cu Anexina V.

Profilul culturilor martor, in cazul celulelor neoplazice A 375 si MCF 7, releva un numar crescut
de celule viabile (91,99%, respectiv 95,67%), precum si fractii reduse de celule moarte (6,33% si
respectiv 3,52%), celule preapoptotice (0,02% si respectiv 0,02%) si celule apoptotice (1,66% si
respectiv 0,92%).

Aplicarea tratamentului cu proba E1, in cazul celor doud culturi celulare tumorale, a condus,
dupd 48 ore de tratament, la inregistrarea unui profil de distributie a frecventei diferitelor
subpopulatii celulare similar celui corespunzator martorului: in cazul dozei de 250 pg /ml -
celule viabile (92,45 si respectiv 96,15%), celule moarte (5,25% si respectiv 2,92%), celule
preapoptotice (0,06% si respectiv 0,06%) si celule apoptotice (2,25% si respectiv 1,25%), In timp
ce in cazul dozei de 500 pg /ml - celule viabile (92,31 si respectiv 96,00%), celule moarte
(6,16% si respectiv 3,42%), celule preapoptotice (0,09% si respectiv 0,09%) si celule apoptotice
(1,45% si respectiv 0,80%)

Tratamentul cu proba E4, in cazul celor doua culturi celulare tumorale, a condus la inregistrarea
unui profil de distributie a frecventei diferitelor subpopulatii celulare care indicd un grad de

toxicitate redus/mediu. Astfel:
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- In cazul dozei de 250 pg/ml, frecventa celulelor viabile a fost de 80,11% si respectiv 91,83%, a
celor moarte de 9,40% si respectiv de 7,55%, celulele preapoptotice au avut o frecventa de

0,02% 1n ambele cazuri, celule apoptotice 1,42% si respectiv 0,79%;

- In cazul dozei de 500 pg/ml, frecventa celulelor viabile a fost de 89,16% si respectiv 83,30%, a
celor moarte de 19,28% si respectiv de 16,00%, celulele preapoptotice au avut o frecventd de

0,03% 1n ambele cazuri, celule apoptotice 0,60% si respectiv 0,66%;

Tratamentul cu proba E6 a determinat o reducere a viabilitatii celulare, pe fondul unui impact

citotoxic s1 mai putin prin inducerea apoptozei celulare, dupa 48 ore de la tratamentul initial.

Astfel:

- In cazul dozei de 250 pg/ml, frecventa celulelor viabile a fost de 67,39% si respectiv 70,08%, a
celor moarte de 25,62% si respectiv de 26,23%, celulele preapoptotice au avut o frecventa de

0,08% 1n ambele cazuri, celule preapoptotice 7,42% si respectiv 3,98%;

- In cazul dozei de 500 pg/ml, frecventa celulelor viabile a fost de 59,86% si respectiv 62,25%, a
celor moarte de 30,79% si respectiv de 28,06%, celulele preapoptotice au avut o frecventa de

0,12% si respectiv 0,13, celule apoptotice 9,24% si respectiv 9,56%.

Tratamentul cu proba ES8, in cazul celor doud culturi celulare (A 375 si respectiv MCF 7), a
condus dupa 48 ore de tratament, la Inregistrarea unui profil de distributie a frecventei diferitelor

subpopulatii celulare care indica un grad de toxicitate mediu/crescut. Astfel:

- In cazul dozei de 250 pg/ml, frecventa celulelor viabile a fost de 67,43% si respectiv 70,12%, a
celor moarte de 29,81% si respectiv de 28,00%, celulele preapoptotice au avut o frecventa de

0,04% 1n ambele cazuri, celule apoptotice de 2,72% si respectiv 1,84%:;

- in cazul dozei de 500 pg/ml, frecventa celulelor viabile a fost de 52,32% si respectiv 54,41%, a
celor moarte de 47,19% si respectiv de 40,56%, celulele preapoptotice au avut o frecventa de

0,02% si respectiv 1,26%, celule apoptotice 0,96% si respectiv 3,77%.

Aplicarea tratamentului cu cisplatin asupra celor doua linii tumorale a determinat, la doza de 250
png/ml, inregistrarea unui profil de distributie a frecventei diferitelor subpopulatii celulare dupa

cum urmeaza: celule viabile (36,16% si respectiv 37,61%), celule moarte (45,31% si respectiv
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40,27%), celule preapoptotice (1,68% si respectiv 1,76%) si celule apoptotice (16,85% si
respectiv 20,35%). Tn cazul dozei de 500 pg/ml s-au inregistrat: celule viabile (37,84% si
respectiv 39,35%), celule moarte (35,09% si respectiv 38,98%), celule preapoptotice (2,07% si
respectiv 2,17%) si celule apoptotice (25,01% si respectiv 19,49%).

Efectul tratamentului cu paclitaxel, pentru ambele culturi celulare tumorale consta in reducerea
viabilitatii celulare, argumentatd de scaderea frecventei, in cazul dozei de 250 pg/ml, a celulelor
viabile (62,10% si respectiv 64,69%) si cresterea frecventei celulelor moarte (27,14% si
respectiv 25,08%), celule preapoptotice (1,36% si respectiv 1,42%) si celule apoptotice (9,31%
si respectiv 8,95%). Efectul citotoxic si preapoptotic a fost mai pronuntat la doza de 500 pg/ml,
semnalandu-se: celule viabile (45,59% si respectiv 47,41%), celule moarte (44,30% si respectiv
46,35%), celule preapoptotice (4,85% si respectiv 4,00%) si celule apoptotice (5,23% si
respectiv 2,25%).

Impactul tratamentului cu compusii testati, in diferite doze, asupra frecventei diferitelor populatii
celulare (vii, preapoptotice, moarte si apoptotice) este similar cu cel al martorului in cazul
compusilor E1 si E4 (pentru doza de 250 pg/mL). Doza de 500 pg/ml a compusului E4 a
determinat o reducere a viabilitatii celulare evidentiata de cresterea numarului de celule moarte
(19%). Compusii E6 si E8 conduc la cresteri insemnate ale frecventei celulelor moarte si
apoptotice comparativ cu martorul, indicand un impact semnificativ asupra viabilitatii celulare,
acestea fiind dependente de doza. Comparativ cu citostaticele standard, efectul compusilor este
variabil, fiind mai redus decat in cazul folosirii de cisplatin, dar mai intens decat in cazul
tratamentului cu paclitaxel (Tabelul 21 si Figura 37).

Rezultatele experimentale obtinute in aceasta etapa confirma buna compatibilitate celulara a
celor doua tipuri de nanoparticule, PNVP si PCL ceea ce sugereaza o posibila aplicabilitate

biomedicala.
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citostaticelor cisplatin si paclitaxel asupra distributiei frecventei celulelor viabile, moarte, preapoptotice si apoptotice

Tabel 21: Efectul tratamentului de 48 de ore, cu diferite concentratii (Ug/ml) ale compusilor E1, E4, E6, ES, precum si ale

corespunzatoare fiecarui lot, in cazul culturilor de celule neoplazice A 375 si MCF 7.

A375 Control E1 250 E1 500 E4 250 E4 500 E6 250 E6 500 E8 250 E8 500 CIS 10 CIS 100 PTX 10 PTX 100

% Celule vii 91.99+1.66 | 92.45+0.14 | 92.31+1.40 | 89.16+2.05 | 80.11+3.94 | 67.39+0.34 | 59.86+10.83 | 67.43+0.63 | 52.32+0.26 | 36.16+0.18 | 37.84+0.19 | 62.20+0.15 | 45.59+0.23
% Celule preapoptotice 0.02+0.01 0.06+0.00 0.09+0.03 0.03+0.03 0.02+0.00 0.08+0.02 0.12+0.00 0.04+0.01 0.02+0.00 1.68+0.01 2.07+0.01 1.36+0.01 4.85+0.02
% Celule moarte 6.33+1.75 5.250.05 6.16+1.33 9.40+0.99 19.28+4.10 | 25.62+0.13 30.79+6.74 29.81+0.50 | 47.19+0.23 | 45.31+0.27 | 35.09+0.33 | 27.14+0.14 | 44.30+0.28
% Celule apoptotice 1.66+0.86 2.25+0.09 1.45+0.03 1.42+1.05 0.60+0.16 7.42+0.04 9.24+4.10 2.72+0.13 0.96+0.00 16.85+0.08 | 25.01+0.12 9.31+0.01 5.26+0.03
MCF 7 Control E1 250 E1 500 E4 250 E4 500 E6 250 E6 500 E8 250 E8 500 CIS 10 CIS 100 PTX 10 PTX 100

% Celule vii 95.67+1.72 | 96.15+0.15 | 96.00+1.45 | 91.83+2.13 | 83.31+4.10 | 70.08+0.35 | 62.25+11.26 | 70.12+0.66 | 54.41+0.27 | 37.61+0.19 | 39.35+0.20 | 64.69+0.16 | 47.41+0.24
% Celule preapoptotice 0.02+0.01 0.06+0.01 0.09+0.03 0.03+0.03 0.02+0.00 0.08+0.01 0.13+0.00 0.04+0.01 1.26+0.00 1.76+0.01 2.17+0.01 1.42+0.01 4.00+0.03
% Celule moarte 3.52+0.97 2.92+0.03 3.42+0.74 7.55%0.55 16.00+2.28 | 26.23+0.07 28.06+3.74 28.00+0.28 | 40.56+0.13 | 40.27+0.15 | 38.98+0.18 | 25.08+0.07 | 46.35+0.15
% Celule apoptotice 0.92+0.48 1.25+0.05 0.80+0.02 0.79+0.58 0.66+0.09 3.98+0.02 9.56+2.28 1.84+0.07 3.77+0.00 20.36+0.05 | 19.49+0.07 8.95+0.01 2.25+0.01
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Figura 37. Efectul tratamentului de 48 de ore, cu diferite concentratii (Ug/ml) ale compusilor E1, E4, E5, E8, cisplatin si paclitaxel

asupra distributiei frecventei celulelor viabile, moarte, preapoptotice si apoptotice corespunzdtoarea fiecarui lot in cazul culturilor de

celule neoplazice A 375 si MCF 7.

59



Cercetarile realizate in etapa IV din cadrul acestui proiect au deschis noi perspective privind
domeniul copolimerilor grefati pe baza de PCL. In cadrul acestei etape a fost realizata sinteza
unor copolimeri grefati termo-sensibili si s-a studiat auto-asamblarea lor. Reprezentarea

schematica a etapelor de sinteza este prezentata in Figura 38:
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Figure 38: Etapele de sinteza a copolimerilor grefati pe baza de PCL si PVP

Copolimerii de tipul PCL-g-PNVCL cu o densitate constanta de grefare de 15, si cu un DPn, al
lantului principal=120 si DPn,al lanturilor laterale=54 se auto-asambleaza in mediu apos in
micelele stabile, avand un diametru hidrodinamic mediu Dv de 38 nm. Prin microscopie TEM s-

a observat morfologia sferica a acestor micelii, conform Figurii 39:

Figura 39: Fotografie TEM a micelelor de copolimer pe baza de PCL
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Termo-sensibilitatea lor a fost confirmata in continuare prin determinarea dimensiunii micelelor
in functie de temperatura si a fost determinati o valoare a LCST de 32°C. Tncorporarea a 10 sau
20 de moli de NVP in lanturile laterate ale copolimerilor de tip PCL-g-P(NVCL-co-NVP) duce
la trecerea LCST la temperaturi mai ridicate in intervalul 38 - 40°C. Acest comportament termo-
sensibil fiind un avantaj considerabil pentru aplicatii biomedicale.

Etapa V: Prepararea si caracterizarea biomaterialelor bifazice

Activitatea 5.1: Obtinerea biomaterialelor prin fotopolimerizare

In aceasta etapa uleiul de silicon (PDMS) utilizat ca faza continua in etapa anterioara a fost
inlocuit cu un ulei de silicon functionalizat (PDMS-DGE) care poate fi reticulat printr-un proces
de fotopolimerizare cationica. Structura PDMS-DGE este data in Figura 40:

CH,  CH,
/O\ ‘ . ‘ . I' "I / N\
H,C—HC—CH;— O—f CH, - T.—oﬂ—\s. [ CHy s~ O——CH;— CH—CH,
n
CH,  CH,

Figura 40: Structura chimica a uleiului de silicon functionalizat PDMS-DGE

Acest ulei de silicon are aceeasi vascozitate, 50 cP la 25°C, ca cel folosit anterior pentru
obtinerea dispersiile neapoase de PNVP si PCL.

Fotopolimerizarea fazei continuii, reprezentata de catre PDMS-DGE, a fost realizata pentru 5
probe, si anume: nanoparticule de PNVP si respectiv nanoparticule de PCL, ambele libere si
incarcate cu cisplatin si dispersate in PDMS-DGE. De asemenea, a fost realizata
fotopolimerizarea PDMS-DGE fara niciun tip de nanoparticule, in calitate de martor. Intr-un
procedeu model, PDMS-DGE, care contine 3% triarylsulfonium hexafluoroantimonate, a fost
aplicat pe o placa de sticla iar iradierea UV a fost realizata pe o linie Minicure (putere de 80 W
cm™) pentru 4 s cu o lampa de mercur de inalt presiune avand debutul spectrelor UV la 250 nm.
Compozitia de suprafatda a filmele rezultate a fost determinata prin spectroscopie ATR-IR.
Picurile specifice PDMS-ului au fost detectate la 797, 1010 si 1257 cm™.

In activitatea urmatoare vor fi studiate urmatoarele 5 probe: PDMS, NPs-PNVP/PDMS, NPs-
PCL/PDMS, NPs-PNVP-Cis/PDMS, NPs-PCL-Cis/PDMS.

Activitatea 5.2: Evaluarea caracteristicilor biologice ale biomaterialelor bifazice
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5.2.1. Studiul eliberarii medicamentelor din nanoparticulele imobilizate in biomaterialele
bifazice

Gradul de eliberare a Cisplatinului (CIS), din materialele obtinute, prin membrana artificiala de
celuloza in solutie de tampon fosfat (pH = 7,4) a fost monitorizat prin masuratori spectroscopice
UV-VIS utilizand un dispozitiv UV-VIS Nanodrop One. Cinetica de eliberare a medicamentului
a fost studiata pentru urmatoarele tipuri de sisteme:

» Sistemul I: film de PDMS avand imobilizate in matrice nanoparticule pe baza de
PNVP incarcate cu Cis (NPs-PNVP-Cis/PDMS); acest sistem a fost comparat cu
eliberarea Cisplatinului liber si cu proba E6 (nanoparticulele pe baza de PNVP incarcate
cu Cis).

» Sistemul 11: film de PDMS avand imobilizate in matrice nanoparticule pe baza de
PCL incarcate cu Cis (NPs-PCL-Cis/PDMS): acest sistem a fost comparat cu eliberarea
Cisplatinului liber si cu proba E8 (nanoparticulele pe baza de PCL incarcate cu Cis).

Cinetica de eliberare a Cisplatinului prin membrana artificiala a fost evaluata folosind celule de
difuzie Franz. In compartimentul donor a fost introdusa fiecare proba exact cantarita peste care s-
a adaugat 0.5 ml solutie tampon fosfat pH = 7,4. Compartimentul receptor a fost reprezentat de
solutie tampon fosfat pH = 7,4, agitat continuu pe tot parcursul experimentelor la 120 rpm.
Temperatura de lucru a fost mentinuta constanta la 37 + 0,5°C. Un anumit volum de solutie
(totdeauna acelasi) a fost prelevat la intervale de timp prestabilite masurandu-se absorbanta
acesteia cu un spectrofotometru UV-VIS. Figurile 41 si 42 pun in evidenta faptul ca esantioanele

analizate au o eliberare regulata a medicamentului in timpul experimentului.
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Figura 41. Cinetica de eliberare in vitro a Cisplatinului

liber, a Cisplatinului din

nanoparticulele pe baza de PNVP (E6) si a Cisplatinului din sistemul de tip I NPs-PNVP-

Cis/PDMS in solutie de tampon fosfat (pH = 7,4)
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Figura 42. Cinetica de eliberare in vitro a Cisplatinului

liber, a Cisplatinului din

nanoparticulele pe baza de PCL (E8) si a Cisplatinului din sistemul de tip 11 NPs-PCL-

Cis/PDMS in solutie de tampon fosfat (pH = 7,4)

Cisplatinul simplu traverseaza membrana celulei Franz intr-un procent de 100% dupa

aproximativ 3 ore de la debutul experimentului. Incorporarea nanoparticulelor in filmele de

PDMS a redus rata de eliberare a Cisplatinului prin membrana artificiala. O alta observatie este
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aceea ca in primele ore s-a inregistrat o eliberare mai rapida (,,burst” effect) si apoi o eliberare
lenta pana la echilibru. Eficienta de eliberare a Cisplatinului din sistemul I (pe baza de PNVP) a
fost situata intre 78% si 99% iar din sistemul II (pe baza de PCL) a fost situata intre 76% si
92%. Din Figura 41 se observa proba de nanoparticule E6 prezinta un grad de eliberare mai
pronuntat in comparatie cu proba in care nanoparticulele de PNVP sunt imobilizate in filmul de
PDMS. Aceeasi concluzie se poate trage din Figura 42 pentru sistemul de tip Il in care
nanoparticulele de PCL sunt imobilizate in filmul de PDMS.

5.2.2 Determinarea hemocompatibilitatii biomaterialelor bifazice

Potentialul hemolitic al filmelor de PDMS cu cele doua tipuri de nanoparticule (PNVP si PCL)
imobilizate a fost evaluat folosind o metoda spectrofotometrica. Pentru aceste analize, sangele a
fost obtinut de la un voluntar sanatos si tratat cu probele sub forma de film: PDMS, NPs-
PNVP/PDMS, NPs-PCL/PDMS, NPs-PNVP-Cis/PDMS, NPs-PCL-Cis/PDMS. 5 ml sange cu
anti-coagulat a fost centrifugat la 3000 rpm timp de 5 min si spalat cu solutie salina normala de
mai multe ori pentru a indeparta complet plasma si a obtine suspensia de eritrocite (RBC).
Suspensia de eritrocite purificate a fost apoi resuspendata in solutie salina normala pentru a
obtine 25 ml de suspensie de eritrocite. Filmele, de formd dreptunghiulara cu diferite mase, au
fost suspendate ih 2 ml solutie salina normala iar peste acestea s-au adaugat 2 ml suspensie de
eritrocite pentru a se obtine diferite concentratii (concentratiile finale au fost 100 pg film / ml,
250 pg film / ml si 500 pg film / ml). Au fost preparate si probe control pozitiv (100% liza) si
control negativ (0% liza) adaugand volume egale (2 ml) de Triton X-100 si solutie salina
normala. Probele au fost apoi incubate la 37°C timp de 90 si 180 min. Probele au fost usor
agitate o data la 30 de minute pentru a asigura un contact continuu intre eritrocite si filme. Dupa
timpul de incubare, probele au fost centrifugate la 3000 rpm timp de 5 min si 100 ul de
supernatant au fost incubati timp de 30 min la temperatura camerei pentru a permite oxidarea
hemoglobinei. Absorbanta oximoglobinei din supernatant a fost masurata spectrofotometric
(Spectrofotometru Nanodrop One UV-Vis) la 540 nm. Toate probele au fost analizate in trei

exemplare. Procentul hemolitic a fost calculat folosind urmatoarea ecuatie:

(Absorbantay;opa—Absorbantacontrol negativ )

* 100

Hemoliza (%) =
( /0) (Absorbantacontrol pozitiv —Absorbantacontrol negativ

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figurile 43-47:

64



Film PDMS

ol

180 min
0.25 0. 90 min

Concentratia (mg/ml)

Hemoliza (%)
OoOFrRLrNWRM~O

Figura 43: Gradul de hemoliza obtinut pentru filmul pe baza de PDMS
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Figura 44: Gradul de hemoliza obtinut pentru filmul pe baza de PDMS cu nanoparticule de
PNVP
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Figura 45: Gradul de hemoliza obtinut pentru filmul pe baza de PDMS cu nanoparticule de PCL
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Figura 46: Gradul de hemoliza obtinut pentru filmul pe baza de PDMS cu nanoparticule de
PNVP incarcate cu cisplatin

66



Proba NPs-PCL-Cis/PDMS

Hemoliza (%0)
OFRLr N WO
]

| . 180 min
0.1 0.25 0.5 90 min
Concentratia (mg/ml)

Figura 47: Gradul de hemoliza obtinut pentru filmul pe baza de PDMS cu nanoparticule de PCL
incarcate cu cisplatin

Rezultatele au aratat ca toate probele testate au produs o hemoliza mai mica de 5% la toate
concentratiile testate. Conform datelor din literatura, o proba este considerata hemocompatibila
daca procentul hemolitic este sub 5%. Tinand cont de rezultatele obtinute, se poate afirma ca
probele testate sunt hemocompatibile.

5.2.3 Studiul in vitro al citotoxicitatii biomaterialelor bifazice

Cercetarile in vitro, pe cele 3 tipuri de culturi de celule tumorale A 375, MCF 7 si NCI-H596, au
avut ca scop investigarea gradului de biocompatibilitate a acestor noi sisteme complexe sub
forma de filme pe baza de PDMS avand imobilizate in matrice nanoparticule de PNVP sau PCL
incarcate cu Cisplatin, folosind o gama de doze ce a variat de la 100 la 500 pg/ml, precum si
evaluarea eficientei activitatii citostatice prin eliberarea controlata a medicamentului antitumoral,
in vederea imbunatatirii terapiei anticanceroase.

Compusii testati, timp de 24 si 48 de ore, au fost:

— filmul de PDMS;

— filmul cu nanoparticule de PNVP — NPs-PNVP/PDMS;

— filmul cu nanoparticule de PNVP incarcate cu Cisplatin— NPs-PNVP-Cis/PDMS;

— filmul cu nanoparticule de PCL — NPs-PCL/PDMS;

— filmul cu nanoparticule de PCL incarcate cu Cisplatin — NPs-PCL-Cis /PDMS;

—Cisplatin (CIS).
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1. In cazul tratamentului de 24 de ore cu probele neincarcate cu medicament PDMS, NPs-

PNVP/PDMS si NPs-PCL/PDMS a celulelor tumorale A 375, provenite dintr-un melanom
malign (Figura 43), s-a evidentiat, comparativ cu celulele martor netratate, un efect

nesemnificativ asupra viabilitatii celulare, valorile fiind cuprinse, in cazul PDMS intre 94,36%
(100 pg/ml) si de 79,97% (500 pg/ml), in cazul NPs-PNVP/PDMS intre 92,42% (100 pg/ml) si
de 69,10% (500 pg/ml), iar in cazul NPs-PCL/PDMS intre 89,15% la doza de 100 pg/ml si

74,30% (500 pg/ml), ceea ce sugereaza o buna biocompatibilitate.

(A) A- 375 24 ore
100
S
2>
= 60
O
©
o 40
8
E
3 2
0
S & N N S ® %QQ
0°°Q$Q$Q$$Q$Q$Q$$$$&&&&&‘}o\%
QQ““Q@@@@@Q\@Q\@Q\..S.S.ﬁﬁ
eg%es% §§§§
RN
“@@é‘
(B) A- 375 24 ore
100
S
Py
= 60
o)
K<
>
540
=
8 20
0
& S S > N $ S
°$$§$$$$$$$$$$$$O§’
THFFFF IS
Q%'Q%Q%Q%Q%Q\;Q\)Q\)Q\)Q\)
IS

68




Figura 43: Efectul tratamentului de 24 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
PDMS, NPs-PNVP/PDMS, NPs-PNVP-Cis/PDMS (A), si NPs-PCL/PDMS, NPs-PCL-Cis/PDMS
(B) asupra viabilitatii culturilor de celule tumorale A 375

Tratamentul de 24 de ore cu NPs-PNVP-Cis/PDMS (Figura 43-A) a determinat scaderi notabile
ale viabilitatii celulare, intr-o maniera dependenta de doza, inregistrandu-se la doza maxima (500
pg/ml) valoarea de 63,29% iar in cazul tratamentului cu NPs-PCL-Cis /PDMS, se inregistreaza 0
valoare de 75,83% a viabilitatii celulare la doza maxima folosita (500 pg/ml).

Tratamentul cu CIS timp de 24 de ore, a indus o diminuare semnificativa a viabilitatii celulare,
fiind consemnate, surprinzator, valori similare ale viabilitatii celulare la cele doua doze folosite,
de 35,69% la doza de 10 pg/ml si de 34,44% la doza de 100 pg/ml, corespunzatoare unor efecte
citotoxice foarte pronuntate, de 64,31% si respectiv 65,56%, fiind depasita limita de impusa de
programele de referinta de screening in vitro si anume, inhibarea proceselor celulare cu cel putin
50%.

Tratamentul de 48 de ore cu compusii testati a fost urmat, in general, de diminuari ale viabilitatii
celulelor neoplazice A 375, comparativ cu tratamentul de 24 de ore, dupa cum se observa din
Figura 44. Astfel, in cazul probelor neincarcate cu citostatice, dupa 48 de ore de tratament,
viabilitatea celulelor atinge, in raport cu martorul si la doza maxima folosita, de 500 pg/ml,
valoarea de 69,37% pentru PDMS, 67,43% pentru NPs-PNVP/PDMS si de 67,37% pentru NPs-
PCL/PDMS. In cazul tratamentului de 48 de ore cu NPs-PNVP-Cis/PDMS s-a inregistrat o
diminuare semnificativa a viabilitatii celulare, intr-o maniera dependenta de doza, inregistrandu-
se la doza maxima (500 pg/ml) valoarea de 52,78%. Tratamentul cu nanoparticulele NPs-PCL-
Cis/lPDMS, timp de 48 de ore, a condus la diminuari progesive ale viabilitatii celulare, mai
accentuate comparativ cu tratamentul de 24 ore, atingand la doza de 500 pg/ml valoarea de
63,75%, ceea ce conduce la un efect citotoxic semnificativ, dar care nu atinge pragul de
minimum 50% recomandat de programele de screening in vitro. Si in cazul tratamentului de 48
de ore se constata o interferenta puternica a medicamentului cu viabilitatea celulara, fiind
inregistrate valori de 21,84% la doza de 10 pg/ml si de 20,76% la doza de 100 pg/ml, corelate cu

efecte citotoxice semnificative, de 78,16% si respectiv de 79,24%.
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Figura 43: Efectul tratamentului de 48 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
PDMS, NPs-PNVP/PDMS, NPs-PNVP-Cis/PDMS (A), si NPs-PCL/PDMS, NPs-PCL-Cis/PDMS
(B) asupra viabilitatii culturilor de celule neoplazice A 375.

Se remarca, pe de o parte, buna tolerabilitate celulara pentru probele neincarcate, PDMS, NPs-
PNVP/PDMS si NPs-PCL/PDMS, iar pe de alta parte, impactul citotoxic semnificativ determinat
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de probele incarcate cu medicament, NPs-PNVP-Cis/PDMS si NPs-PCL-Cis/PDMS, insa
inferior celui indus de Cisplatinul administrat singular.

2. Circuitul testarilor in vitro a inclus testarea compusilor PDMS, NPs-PNVP/PDMS, NPs-
PNVP-Cis/PDMS, NPs-PCL/PDMS si NPs-PCL-Cis/PDMS si pe alta linie celulara tumorala,
MCEF 7, provenita dintr-un adenocarcinom de san. Dupa cum se poate observa din Figura 44,
tratamentul timp de 24 de ore cu probele neincarcate PDMS, NPs-PNVP/PDMS si NPs-
PCL/PDMS a celulelor neoplazice MCF 7, a evidentiat un impact neglijabil asupra viabilitatii
celulare, valorile fiind cuprinse intre 96,34% la concentratia minima folosita (100 pg/ml) pentru
PDMS, si de 94,74% in cazul NPs-PCL/PDMS si respectiv de 89,34% in cazul NPs-PCL/PDMS.
Tratamentul de 24 de ore cu proba NPs-PNVP-Cis/PDMS a determinat scaderi moderate ale
viabilitatii celulare, intr-o maniera dependenta de doza, inregistrandu-se la doza minima (100
pg/ml) valoarea de 93,27% iar la doza maxima utilizata (500 pg/ml) valoarea de 79,96%. O
situatie similara se observa si in cazul probei NPs-PCL-Cis/PDMS, cand se constata la doza
minima folosita (100 pg/ml) o valoare de 90,34% a viabilitatii celulare, iar la doza maxima (500
pg/ml), valoarea de 78,96%. Tratamentul cu Cisplatin timp de 24 de ore, a condus la o
interferenta mai scazuta cu viabilitatea celulara comparativ cu cea semnalata in cazul liniei
celulare A 375, fiind consemnata la doza de 10 pg/ml valoarea de 70,34%, pentru ca la doza de
100 pg/ml, sa se inregistreze o valoare a viabilitatii celulare de 54,13%, corelate cu valori ale
efectului citotoxic de 29,66% si respectiv de 45,87%.
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Figura 44: Efectul tratamentului de 24 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
PDMS, NPs-PNVP/PDMS, NPs-PNVP-Cis/PDMS (A), si NPs-PCL/PDMS, NPs-PCL-Cis/PDMS
(B) asupra viabilitatii culturilor de celule tumorale MCF 7.

Tratamentul de 48 de ore cu compusii PDMS, NPs-PNVP/PDMS, NPs-PNVP-Cis/PDMS, NPs-
PCL/PDMS si NPs-PCL-Cis/PDMS la aceleasi doze, s-a concretizat prin diminuari
nesemnificative ale viabilitatii celulare. Astfel, analizand Figura 45, se constat ca in cazul
probelor neincarcate cu citostatice, dupa 48 de ore de tratament, viabilitatea celulelor atinge, la
doza maxima folosita, de 500 pg/ml, valoarea de 73,86% pentru PDMS, 80,54% pentru NPs-
PNVP/PDMS si de 77,02% pentru NPs-PCL/PDMS, corelate cu valori de 26,14%, 19,46% si
22,98% ale citotoxicitatii, fiind bine tolerate de celule. Spre deosebire de linia celulara tumorala
A 375, tratamentul de 48 de ore a celulelor neoplazice MCF 7 cu NPs-PNVP-Cis/PDMS si NPs-
PCL-Cis/PDMS (incarcate cu Cisplatin) s-a caracterizat prin interferenta nesemnificativa cu
viabilitatea celulara, inregistrandu-se la doza maxima (500 pg/ml) valorile de 75,68%, si
respectiv, de 70,83% ceea ce corespunde unor efecte citotoxice de 24,32% si respectiv 29,17%,
nedepasind pragul minim de 50% recomandat de programele de screening in vitro. Tratamentul
singular cu Cisplatin, timp de 48 de ore, a condus la diminuarea valorilor viabilitatii celulare, mai
accentuate fata de cele constatate la tratamentul de 24 ore, atingand la doza de 100 pg/mi
valoarea de 37,73%, ceea ce conduce la un efect citotoxic semnificativ, de 62,27%, care

depaseste pragul de minimum 50% recomandat de programele de screening in vitro.
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Figura 45. Efectul tratamentului de 48 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
PDMS, NPs-PNVP/PDMS, NPs-PNVP-Cis/PDMS (A), si NPs-PCL/PDMS, NPs-PCL-Cis/PDMS
(B) asupra viabilitatii culturilor de celule neoplazice MCF 7.

In cazul liniei celulare MCF 7 este de mentionat buna biocompatibilitate a probelor neincarcate
cu citostatice, PDMS, NPs-PNVP/PDMS si NPs-PCL/PDMS. Se constata un impact citotoxic
neglijabil inregistrat in cazul probelor incarcate cu citostatice, NPs-PNVP-Cis/PDMS si NPs-
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PCL-Cis/PDMS, cauzat, probabil, pe de o parte, de intarzierea eliberarii medicamentului din
probe iar pe de alta parte, de reactivitatea celulara scazuta a acestei linii celulare tumorale.

3. In cazul tratamentului de 24 de ore cu probele neincarcate PDMS, NPs-PNVP/PDMS si
NPs-PCL/PDMS a celulelor tumorale NCI-H596, (Figura 46), s-a consemnat, comparativ cu
celulele martor netratate, un efect nesemnificativ asupra viabilitatii celulare, valorile fiind, n
cazul PDMS de 95,54% (100 pg/ml) si de 89,33% (500 pg/ml), in cazul NPs-PNVP/PDMS
93,27% (100 pg/ml) si de 79,76% (500 pg/ml) iar in cazul NPs-PCL/PDMS de 87,03% la doza
de 100 pg/ml si de 83,30% la doza de 500 pg/ml, ceea ce sugereaza o buna tolerabilitate.
Tratamentul de 24 de ore cu proba incarcata cu Cisplatin (NPs-PNVP-Cis/PDMS) nu a condus la
scaderi ale viabilitatii celulare, inregistrandu-se la doza minima o viabilitate de 93,04% iar la cea
maxima, o valoare de 82,23%. O situatie similara se observa si in cazul tratamentului cu proba
incarcata NPs-PCL-Cis/PDMS, cand se constata o valoare de 87,77% a viabilitatii celulare la
doza minima si usor mai scazuta, de 80,04% la doza maxima folosita (500 pg/ml). Tratamentul
cu Cisplatin timp de 24 de ore, a indus o diminuare semnificativa a viabilitatii celulare, fiind
inregistrata o valoare de 45,20% la doza de 100 pg/ml, corespunzatoare unui efect citotoxic de
54,80%, care atinge limita impusa de programele de referinta de screening in vitro si anume,

inhibarea proceselor celulare cu cel putin 50%.
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Figura 46: Efectul tratamentului de 24 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
PDMS, NPs-PNVP/PDMS, NPs-PNVP-Cis/PDMS, NPs-PCL/PDMS si NPs-PCL-Cis/PDMS
asupra viabilitatii culturilor de celule tumorale NCI-H596.

Tratamentul de 48 de ore cu compusii testati a fost urmat, in general, de diminuari ale viabilitatii
celulelor neoplazice pulmonare NCI-H596, comparativ cu tratamentul de 24 de ore, dupa cum se

observa in Figura 47.
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Figura 47: Efectul tratamentului de 48 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusilor
PDMS, NPs-PNVP/PDMS, NPs-PNVP-Cis/PDMS, NPs-PCL/PDMS si NPs-PCL-Cis/PDMS

asupra viabilitatii culturilor de celule tumorale NCI-H596.

Astfel, tratamentul de 48 de ore cu nanoparticulele neincarcate cu citostatic determina,
comparativ cu martorul, inregistrarea unei viabilitati, la doza minima de 89,33% iar la doza
maxima de 77,37% pentru PDMS, 81,44% respectiv 74,33 pentru NPs-PNVP/PDMS iar pentru
NPs-PCL/PDMS de 80,42% (la 100 pg/ml) si de 79,14% la doza de 500 pg/ml, nefiind practic
citotoxice. In cazul tratamentului de 48 de ore cu proba NPs-PNVP-Cis/PDMS incarcata cu
Cisplatin s-a inregistrat o diminuare a viabilitatii celulare, intr-o maniera dependenta de doza,
inregistrandu-se la doza maxima (500 pg/ml) valoarea de 72,35%, ceea ce corespunde unui efect
citotoxic de 27,65%. In cazul probei NPs-PCL-Cis/PDMS se constata la doza minima o

viabilitate de 80,14%, care a scazut usor la doza maxima, la 75,09%. Tratamentul cu Cisplatin
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timp de 48 de ore, a condus la o interferenta remarcabila cu viabilitatea celulara, fiind
consemnata valoarea de 35,63%, corelata cu un efect citotoxic de 64,37%, care depaseste limita
minima de 50% impusa de programele de screening in vitro.

Rezultatele experimentale ale testelor privind determinarea citotoxicitatii pe cele 3 linii de celule
canceroase confirma buna compatibilitate celulara fata de biomaterialele bifazice preparate in
acest proiect. De asemenea, se remarca impactul citotoxic semnificativ determinat de probele
incarcate cu citostatice pe linia celulara A 375, ceea ce sugereaza o posibila aplicabilitate
biomedicala, Tn terapia melanomului malign.

Concluzii

Rezultatele raportate periodic, pe masura rezolvarii etapelor proiectului, ca si acest raport final,
demonstreaza viabilitatea obiectivului general pe baza careia s-a realizat proiectul. Succesiunea
etapelor prevazute in derularea acestuia a fost logica iar activitatile derulate au condus la
rezultate care demonstreaza potentialul aplicativ al polimerizarii neapoase pentru obtinerea de
nanoparticule incarcate cu medicamente cu potentiale utilizarii ca sisteme de eliberare controlata
a medicamentelor. Toate obiectivele propuse in proiect au fost rezolvate la timp iar valorificarea
rezultatelor s-a realizat prin lucrari stiintifice deja aparute sau acceptate la reviste cu coeficient
ridicat de impact dar si prin participarea la manifestari stiintifice nationale si internationale.
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