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1. INTRODUCERE

In ultimele decenii, nanotehnologia a prezentat un impact semnificativ in terapia
clinica. Progrese ale transportorilor nanostructurati de medicamente cum ar fi
nanoparticulele silicatice si lipozomii au permis distribuirea mai eficienta si mai sigura a
medicamentelor. Aceste avantaje includ o farmacocinetica imbunatatitd si o reducere a
efectelor adverse. In tratamentul cancerului, vascularizatia tumorali mai permeabild
determind acumularea nanoparticulelor la nivelul tesutului tumoral, ca urmare a efectului
vascular de retentie si de permeabilitate ridicat. Aceste beneficii au catalogat
nanoparticulele ca buni candidati pentru Inlocuirea chimioterapiei traditionale, cu bune
rezultate in limitarea efectelor secundare. Materialele nanostructurate sunt in mod
particular potrivite aplicatiilor teranostice (terapie simultan cu diagnostic), deoarece pot
incarca atat agenti de contrast pentru urmarirea distributiei medicamentului in organism céat
si medicamente pentru interventii terapeutice efective.

Acest studiu a fost realizat cu scopul de a aplica inovatiile din nanotehnologia
materialelor in imbunatitirea unor sisteme de cedare a medicamentelor, precum si de a
obtine sisteme teranostice, cu abilitate simultand de a trata si de a diagnostica.

Aceastd tezd de doctorat este impartitd in cinci capitole, incluzadnd pezenta
introducere si concluziile generale. Capitolul 2 prezintd materialele silicatice si lipozomii
precum si subiecte referitoare la aplicatiile lor ca sisteme de transport a medicamentelor.
Acest capitol continud cu prezentarea unor aspecte referitoare la compusii propusi in
aceastd tezd de a fi Incarcati in materiale poroase silicatice si lipozomi, mai specific
Gossypium hirsutum (bumbac) si compusi de gadoliniu, impreund cu proprietatile lor
terapeutice. Capitolul 3 prezintd aspecte teoretice ale principiilor de operare a
dispozitivelor utilizate pentru acest studiu. Capitolul 4, care cuprinde patru subcapitole,
prezintd rezultatele experimentale si discutii, organizate in articole stiintifice publicate sau
pregitite pentru publicare. In Subcapitolul 4.1 se discutd modul de incarcare a extractului
din seminte de bumbac 1n matrice silicaticd preparata prin metoda sol-gel si se evaluaza
noile sale proprietati precum si efectul procesului de uscare asupra cedarii compusilor din
matrice. In Subcapitolul 4.2 este propus un sistem teranostic pilot, in care particule
gadolino-silicatice sunt preparate prin metoda sol-gel si incdrcate cu gosipol, un compus
polifenolic prezent in bumbac, iar caracteristicile acestor sisteme sunt evaluate pentru a fi
folosite ca sisteme teranostice cu efecte anticanceroase datorate gosipolului si cu

proprietati de diagnostic datorate gadoliniului utilizat ca agent de contrast in imagistica de



rezonantd magnetica. In Subcapitolul 4.3 sistemul propus este similar cu cel discutat in
Subcapitolul 4.2, dar cu unele avantaje: particulele prezintd marimi nanometrice, sunt
foarte poroase, capabile de a incarca o mai mare cantitate de gosipol si cu proprietati
relaxometrice potrivite pentru a fi utilizate ca agenti de contrast in imagistica de rezonanta
magnetica. Capitolul 4.4 continud cu un nou sistem care incapsuleazd compusi de
gadoliniu si gosipol: lipozomii. In final, Capitolul 5 prezintd conluziile generale, care

recapituleaza importanta studiului prezentat in acesta teza.

2. SINTEZA SI CARACTERIZAREA EXTRACTULUI DIN SEMINTE DE
GOSSYPIUM HIRSUTUM NANO-INCAPSULAT iIN MICROPARTICULE
SILICATICE

2.1. Obiective principale

Nano-incapsularea compusilor farmaceutici naturali activi in sisteme poroase prin
metoda sol-gel poate duce la obtinerea de noi materiale cu cedare prelungitda a produselor
farmaceutice Inglobate. Acest studiu prezinta proprietdtile microparticulelor inorganice
silicatice incarcate cu extract din seminte de bumbac (Gossypium hirsutum) si
caracteristicile de cedare din matrice, in functie de metoda de uscare folosita in sinteza:
uscare prin incalzire si congelare/liofilizare. Studiul de cedare in vitro s-a realizat in doua
medii cu pH-uri diferite: pH 1.1 si 7.4, iar modele cinetice de cedare au fost aplicate pentru
a evalua efectele procesului de uscare si a pH-ului mediului asupra modului de cedare a
compusilor. Din cunostintele noastre nu existd studii asupra incapsularii extractului din
seminte de Gossypium hirsutum n matrici silicatice.

2.2. Metode de sinteza si caracterizare

Extractul din seminte de Gossypium hirsutum s-a realizat In etanol, in conditii de
intuneric, timp de 30 de zile. Acest extract a fost incdrcat in matricea silicatica prin
amestecarea sol-ului silicatic, preparat prin metoda sol-gel, cu extractul alcoolic din
seminte de Gossypium Hirsutum (GH) in raport volumic de 1:2. Jumatate din gel-ul obtinut
dupd doud sdptamani a fost uscat prin incdlzire la 110 °C timp de 1 ora, iar cealaltd
jumatate a fost uscata prin congelare/liofilizare. Pentru o bund comparatie, ca si control, s-a
sintetizat si silice purd, iar pentru o si mai buna evaluare, GH a fost inlocuit cu acelasi
volum de etanol 70°. Probele vor fi mai departe denumite SiO,-HD (HD — uscare prin
incdlzire) si Si0,-FD (FD — uscare prin liofilizare), iar probele incércate cu GH vor fi

denumite SiO,-GH-HD si SiO,-GH-FD.



GH a fost initial caracterizat prin cromatografie de lichide de inaltd performanta
(High Performance Liquid Chromatography, HPLC) si spectroscopie in infrarosu cu
transformatd Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FT-IR). Xerogelurile
silicatice incarcate si neincarcate, obtinute dupd uscare prin incalzire si liofilizare au fost
mai departe investigate prin FT-IR, difractie prin raze X (X-Ray Diffraction, XRD),
difuzia dinamicd a luminii (Dynamic Light Scattering, DLS), analiza termica
diferentiald/analiza termogravimetricd (Differential thermal analysis/Thermogravimetric
analysis, DTA/TGA), spectroscopia de reflexie difuza in UV-Vis (UV-Vis Diffuse
Reflectance Spectroscopy, UV-Vis DRS) si spectroscopie de fluorescentd. Efectele
procesului de uscare asupra particulelor silicatice i asupra extractului de plante au fost mai
in detaliu investigate prin spectroscopia FT-IR.

Studiile de eliberare in vitro a extractului de plante s-a realizat la 37 °C 1n conditii
de agitare, la pH 1.1 si 7.4. Absorbanta a fost masurata cu ajutorul unui spectrofotometru
UV-Vis, la o lungime de undd de 280 nm. Pentru a determina cantitatea de extract
eliberata, s-a folosit o curba de calibrare.

2.3. Rezultate si discutii

Caracterizarea extractului din seminte de Gossypium hirsutum

Prin utilizarea cromatografiei a fost posibila fractionalizarea extractului fenolic din
extractul din seminte de bumbac. Polifenolii eluati in mai putin de 35 de minute sunt
prezentati in Tabelul 1.

Tabel 1. Principalele peak-uri din HPLC
(cromatograma polifenolilor din extract

de seminte de bumbac)
- Conc.
% Nr. Compus (ug/ml)
2 Acid caftaric -
E , Acid gentisic -
1 JJL 2 4 Acid cafeic -
1 : : : : : : Acid clorogenic -
0 5 10 15 20 25 30 35
Time (min) Acid p-cumaric -
1 Acid ferulic 0.810
Figura 1. Cromatograma HPLC a 2 Isoquercitrina 1.152
polifenolilor identificati 3 Rutozida 3.529
4 Quercetolul 0.179




Conform literaturii, polifenolii identificati in frunzele de bumbac sunt acidul galic,
cafeic, siringic, clorogenic, ferulic, vanilic, cinamic, p-cumaric, salicilic, galfic, gentisic,
protocatecuic, benzoic, p-hidroxibenzoic si sinapic impreuna cu catechine si flavonoide
(glicozida de izoquercitrin, rutozid si kempferol-3-rutinozid) [1-3]. In extractul de seminte
de bumbac, din prezentul studiu, s-au identificat acidul caftaric, gentisic, cafeic,
clorogenic, p-cumaric si ferulic impreund cu flavonoide (izoquercitrin, rutozid si
cvercetolul) care a fost grupul predominant, cu rutozid (peak-ul nr. 3) componentul major
dintre polifenolii identificati (Figura 1 si Tabel 1).

Spectrul de absorbtie FT-IR al extractului GH neincapsulat (Figura 2) prezinta
benzi vibrationale care pot fi grupate, mai mult sau mai putin, conform compusilor

constituienti (Tabel 2) [4-7].

1 (@) ] (b)
wn 4
] 3 ]
_ § - ] 3386
5 ~ ER
s R
2 2]
= 5 1
c c Q
] o 7 N
E = g
4 ~N
1600 1400 1200 1000 800 3900 3600 3300 3000 2700 2400
Wavenumber (cm™) Wavenumber (cm™)

Figura 2. Spectrul FT-IR al GH-ului neincapsulat pe intervalul (a) 700-1800 cm™ si
(b) 2300-4000 cm™

Toate aceste benzi specifice indicd prezenta aminoacizilor, carbohidratilor,
amidelor, aminelor, aldehidelor, chetonelor, esterilor, gliceridelor, alcoolilor, fenolilor,
izoprenoidelor si a altor compusi care au in structurd grupele functionale identificate.

Tabel 2. Atribuirea benzilor de absorbtie FT-IR

Numar dtla unda Tipul vibratiei Compusi
(cm”)
<1000 cm™ Deformare C-H izoprenoide
997-1130 cm’™" Intindere C-O mono-,oligo-
carbohidrati
1045 cm’™ celuloza si hemiceluloza
1150-1270 cm™ Intindere carbonil C-O
Deformare O-H
1300-1450 cm™ Intindere C-O amide
Intindere C-C grupari fenil
1500-1600 cm™ Domeniu aromatic compusi aromatici
Deformare N-H amine
1600-1760 cm™ Deformare N-H aminoacizi




Intindere C=0 aldehide, chetone, esteri

1740 cm ™! Intindere C=C fenoli totali

2800-2930 cm’™’ Intindere C-H
(CHj; si CHy) metoxi derivati
C-H incluzand duble legaturi cis din aldehide, lipide
3350-3600 cm™’ Intindere OH apa, alcooli, fenoli, carbohidrati,
peroxizi, proteine, acizi grasi, lignina
3413 cm’ celuloza si hemiceluloza
3650 cm™! Intindere NH amide

Deoarece metoda de uscare poate determina schimbari in structura chimica a
compusilor farmaceutici activi din extractul de seminte de bumbac, s-a considerat necesar
investigarea acestui lucru prin spectroscopia FT-IR.

Banda de absorbtie din jurul valorii de 1624 cm™, pentru GH uscat prin liofilizare
(vibratii de intindere C=0 s1 C=C) scad, sugerand faptul cd gruparile chetonice si legaturile
duble nesaturate reactioneaza chimic. Este posibil ca inelul-B din flavonoide sa sufere
modificiri, deoarece nici o bandi specifici nu a fost observata in jurul valorii de 1557cm’™.
Scaderea benzii de la 1343 cm™ a GH-ului uscat prin liofilizare indici reactia gruparilor
dihidroxilice adiacente din inelul-B al flavonoidelor [8] (Figura 3a).

Banda de absorbtie din jurul valorii de 1045 cm™ inregistratd pentru GH uscat la
37°C, este deplasat spre valori mai mari (in jur de 1085 cm™), in cazul GH uscat prin
incdlzire. Aceastd banda este caracteristica vibratiilor de Intindere C-O din mono-si oligo-
carbohidrati si dovedeste schimbari in compozitia chimica a carbohidratilor. Intensitatea
benzilor dintre 700 si 950 cm™ creste de asemenea, demonstrand schimbdri in structura
chimica a izoprenoidelor.

Spectrul FT-IR al GH-ului uscat prin incdlzire cat si prin liofilizare prezinta
schimbiri si in cazul benzii largi din jurul valorii de 3400 cm™ (Figura 3b) corespunzitoare
vibratiilor de intindere a gruparii O-H din alcooli (3600-3300 cm™) si din acizi carboxilici
(3300-2500 cm™) prezenti in carbohidrati. Umirul care apare in jurul valorii de 3200 cm™
in spectrul extractului uscat prin incélzire poate indica o crestere a acizilor carboxilici
formati datorita oxidarii primare a OH si/sau hidrolizarii gruparilor acetil din carbohidrati.

Toate aceste efecte legate de conditiile de uscare ale compusilor investigati poate
influenta compozitia GH-ului si este dificil de a anticipa modul in care vor fi afectate si

proprietatile lor terapeutice
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Figura 3. Spectrul FT-IR al GH-ului neincapsulat uscat prin incilzire (HD), uscat
prin liofilizare (FD) si uscat la 37 °C pe intervalul (a) 700-1800 cm’! si (b) 2500-4000
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Caracterizarea Gossypium hirsutum incarcat in silica

Difractograma XRD ale probelor silicatice (Figura 4) indica o stare amorfa, chiar si
dupa incarcarea cu GH, particulele silicatice amorfe fiind considerate mai putin toxice

decat cele cristaline [9, 10].
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Figura 4. Difractograma XRD ale probelor investigate

Rezultatele analizei DLS arata ca particulele neincarcate prezinta dimensiuni medii
mai mari decat cele incarcate, datoritd unei contractari mai intense a matricei si astfel o
rezistentd mai mare la mojarare in lipsa GH-ului, In principal cauzata de cresterea timpului
de gelare a sol-ului in lipsa GH-ului (Tabel 3). Tinand cont de faptul ca nano-incapsularea
compusilor farmaceutici naturali activi presupune incarcarea de particule cu dimensiuni
intre 1 si 1000 nm [11], dimensiunea particulelor (Tabel 3) sugereaza faptul ca GH este
nano-incapsulat in microparticulele silicatice (nano in micro). O incarcare electricd ugor
mai negativa este observata pentru probele SiO,-FD, comparativ cu probele SiO,-HD
(Tabel 3), deoarece uscarea prin liofilizare duce la obtinerea unor particule silicatice mai
hidroxilate ca o consecintd a predomindrii reactiei de hidroliza fatda de reactia de
condensare. Particule silicatice mai hidroxilate determind o densitate mai mare a grupdrilor

Si-O” in medii cu pH neutru spre basic. Densitatea sarcinilor negative de la suprafata



particulelor silicatice este mai mare in probele pure, comparativ cu probele silicatice care
incorporeazd GH, ceea ce poate demonstra incdrcarea cu GH, deoarece o parte din
gruparile silanolice se leagd prin legaturi de hidrogen de compusii organici din GH.
Diferenta intre valorile potentialului zeta dintre probele incarcate si neincarcate este mai
mica pentru particulele SiO,-FD comparativ cu particulele SiO,-HD, datorita unei legari
mai scdzute a grupdrilor silanolice de compusii organici din GH, in timpul procesului de
uscare prin liofilizare, sau datoritd altor reactii chimice greu de identificat, care pot duce la

formarea de noi compusi.

Tabel 3. Valorile dimensiunilor medii si a potentialului zeta a particulelor sintetizate

SiO,-HD  SiO,-GH-HD SiO,-F[ Si0,-GH-FD

Dimensiune medie 1,2 1 1,1 1
(um)
Potentialul zeta (mV) -32.7 -12.3 -37.6 -20.7

In curbele DTA (Figura 5) se poate observa un eveniment endotermic in jurul
temperaturii de 90-100°C, corespunzator eliminarii apei de la suprafatd si a solventilor
utilizati in sintezi, insotitd de o pierdere drasticd de masid de aprox. 10-20%. In probele
pure, a doua cadere de masa, la peste 100°C corespunde eliberdrii apei ramase in pori,
descompunerii precursorilor reziduali, dehidroxildrii datoritd condensarii gruparilor OH
din particulele silicatice si datoritd condensarii gruparilor silanolice la siloxani. Numarul
gruparilor hidroxilice de pe particulele silicatice, noy, poate fi determinat prin
termogravimetrie [12]. Rezultatele obtinute sunt: 10.55 si 6.88 mM/g SiO, pentru SiO,-FD
si respectiv Si0,-HD, demonstrand ca probele SiO,-FD sunt mai hidroxilate in comparatie
cu Si0,-HD, confirmandu-se astfel rezultatele obtinute prin analiza DLS (potentialul zeta).
Evenimentul exotermic de la 440°C in SiO,-FD se datoreaza probabil restructurarii
matricei printr-un proces incipient de cristalizare. Pentru probele cu GH, descompunerea
compusilor organici incepe pe la 150°C si corespunde evenimentelor endotermice
observate intre 150°C si 650°C. In acest interval de temperaturi, comparand curbele TGA
ale probelor pure cu cele incarcate se poate observa cd pierderea de masa totala pentru
probele cu extract de plante este mai mare decat pentru probele pure, demonstrandu-se

astfel incorporarea compusilor organici in interiorul matricei silicatice (Tabel 4).
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Tabel 4. Pierderea de masa procentuala (analiza TGA) pentru probele investigate

Temperatura —

20-150°C 150-650°C 650-1000°C
Proba |
SiO,-FD 12% 8.3% 1.2%
SiO,-GH-FD 9.8% 15.01% 0.9%
SiO,-HD 19.9% 4.8% 1.4%
SiO,-GH-HD 10.6% 12.9% 1%

Majoritatea benzilor de absorbtie identificate in spectrul FT-IR sunt specifice

matricei silicatice (Figura 6).
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Figura 6. Spectrul FT-IR al probelor investigate intre (a) 700-1800 cm si (b) 2500-
4000 cm™
Matricea silicaticd cu GH determina modificari minore a spectrului FT-IR. Apar

benzi specifice la 2928, 2845, 1453 si 1400 cm™ caracteristice GH-ului. Mai mult, prezenta
legiturilor de hidrogen multiple, evidentiate prin benzile de absorbtie de la 3450 cm™
(Figura 6), confirma de asemenea incapsularea GH in microparticulele silicatice [13].
Banda caracteristici GH de la 1045 si 990 cm™ este mai evidentiata in SiO,-HD decét in
Si0,-FD, datorita faptului ca in timpul uscarii prin incdlzire are loc o contractare mai
puternica a matricei silicatice, determindnd o mai mare cantitate de GH pe unitatea de

volum silicatic Tn comparatie cu proba SiO,-GH-FD.



Analiza prin spectroscopia UV—Vis (Figura 7) prezintd o banda larga in jurul valorii
de 560 nm care apare in probele cu continut de GH. Aceastd banda poate fi asociata
prezentei grupdrilor aromatice care contin cromofori a unor legaturi OH multiple originare
din polifenoli [13], unor compusi organometalici care pot fi de asemenea prezenti in
extract si a cdror electroni “d” pot fi excitati dintr-o stare electronica in alta sau ca o
consecinta a formarii de noi compusi. Aceasta banda este mai bine evidentiata pentru SiO,-
GH-HD decat pentru SiO,-GH-FD, deoarece temperatura de uscare mai ridicatd si pe
perioade mai indelungate, impreund cu contractarea matricei silicatice promoveaza

formarea gruparilor cromofore.
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Figura 7. Spectrul UV-Vis DRS al probelor investigate

Spectrul de fluorescenta tipic al GH se poate observa in intervalul 350 - 500 nm cu
doud maxime localizate la aproximativ 420 si 460 nm (inset la Figura 8a,b). Aceastd
fluorescentd este cauzatd de stratul de pigment exterior al invelisului semintei de bumbac
care contine polifenoli, cum ar fi antociani sau compusi roanthocianidinici [14] sau datorita
altor compusi.

Particulele silicatice pure (SiO,-HD si SiO,-FD) excitate la 260 nm prezintd o
banda de emisie de fluorescentd neasteptatd la 300 nm (Figura 8a) care se poate observa
partial si la o excitare la 300 nm (Figure 8b). Studii anterioare pe materiale silicatice au
sugerat faptul ca fluorescenta in intervalul UV-B este asociata cu specii de silice cu
dimensiuni nanometrice, pasivate cu hidrogen [15]. Aceastd nanoparticularizare pare a fi
mai pronuntata pentru probele uscate prin liofilizare.

Emisia de fluorescentd din jurul valorii de 300 nm scade dupd incarcarea
particulelor silicatice cu GH, in timp ce fluorescenta centratd in jurul valorii de 440 nm,
specificdi GH, este mult amplificatd dupd ce extractul de plantd este incarcat in matricea
silicatica, probabil prin evitarea auto-stingerii datorate distributiei omogene a GH-ului in

matricea silicaticd [13]. Scdderea fluorescentei inregistratd pentru particulele silicatice


http://en.wikipedia.org/wiki/Electron_configuration

neincarcate se poate datora unor interactiuni moleculare cum ar fi reactii in stare excitata,
rearanjari moleculare, transfer de energie, formarea de complecsi in stare inferioard de

energie sau inactivare datorata coliziunilor [16].
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Figura 8. Spectrul de fluorescenta ale probelor investigate, excitate la diferite lungimi
de unda: 260 nm (a) si 300 nm (b)

Profilele de cedare a GH-ului din SiO,-GH-FD si SiO,-GH-HD (Figura 9a) la pH
1.1 si la pH 7.4 prezintd o cedare brusca initiald in primele 4 ore (Figura 9b), urmata de o
eliberare mai lenta pentru urmatoarele 140 de ore, astfel incat in ambele cazuri cinetica de

eliberare este bifazica.
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Figura 9. Profilul de cedare in vitro a GH-ului din probele preparate, in medii cu pH-
uri diferite pentru intregul interval de timp (a) si pentru primele 4 ore (b)

Eliberarea este mai lenta pentru particulele SiO,-GH-HD decat pentru particulele
S10,-GH-FD, datorita faptului ca in timpul uscarii prin Incélzire are loc o contractare mai
intensa a matricei silicatice comparativ cu uscarea prin liofilizare [17]. Pe langa o eliberare
mai lentd, aceasta presupune si o legare mai puternica a compusilor GH in interiorul
matricei silicatice, fapt de asemenea dovedit de masuratorile DLS (potetial zeta) si
DTA/TGA, printr-o scadere a grupdrilor Si-OH in probele uscate prin incalzire. O eliberare

mai puternicd la pH 7.4 se poate datora interactiunilor electrostatice de respingere dintre
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unii compusii din GH si matricea silicaticd [18, 19], deoarece potentialul zeta de la
suprafata particulelor silicatice se schimba cand gruparile silanolice de la suprafatd sunt
protonate sau deprotonate in functie de pH-ul solutiei in care sunt suspendate.

Cedarea in vitro a fost analizata utilizand diferite modele cinetice pentru a intelege
mecanismul eliberarii compusilor activi (Tabel 5). Conform ecuatiei Korsmeyer-Peppas
(reprezentat grafic ca logaritm din procentul cumulativ al compusilor eliberati fatd de
logaritmul din timp), valorile pantei (valoarea n) este cuprinsa intre 0.16 si 0.27 (n<0.45) si
subliniaza faptul ca eliberarea compusilor urmeaza o difuzie quasi-Fickiana foarte inceata,

utild in formularea peletelor si a invelisurilor pentru eliberare controlata [19, 20].

Tabel 5. Constantele de eliberare cinetica a GH-ului din matricea silicatica

Proba Cinetica de  Cinetica de Modelul Modelul Korsmeyer-
ordinul zero ordinul I Higuchi Peppas
(R%) R’ R’ (R>) ___ Valoarean
4 ore 140 4ore 140 4ore 140 4ore 140 4ore 140
ore ore ore ore ore
SiO,-FD 0.931 0.596 0.948 0.628 0.981 0717 0.991 0.817 0.267 0.168
PBS

SiO,- 0.791 0.654 0.825 0.636 0.887 0.770 0.909 0.859 0.279 0.168
HD PBS

SiO,-FD 0.689 0922 0.712 0.942 0.810 0.976 0.862 0.993 0.223 0.224
HCl

SiO;- 0.862 0.942 0.877 0958 0.927 0982 0947 0.991 0.240 0.229
HD HCI

Trebuie sa subliniem faptul ca procesul de cedare precum si extractul de bumbac
este unul foarte complex. Structura chimicd a GH-ului neincapsulat a fost caracterizat prin
FT-IR in functie de temperatura de uscare, observandu-se modificdri in structura
flavonoidelor, izoprenoidelor si a carbohidratilor (Figura 3). Am considerat important sa
verificdm dacd modificari similare au loc si in timpul uscdrii in interiorul matricei
silicatice, dar din spectrul FT-IR al probelor silicatice incarcate cu GH, se pot observa in
principal doar benzile de absorbtie caracteristice matricei silicatice (Figura 6). De aceea am
decis sa investigam prin spectroscopia FT-IR, structura GH-ului cedat in apa din
particulele SiO,-GH-FD si Si0,-GH-HD, pentru a vedea daca au loc schimbari structurale
in compozitia GH-ului nano-incapsulat in silica si dupa tratamentul termic (Figura 10).

Probele au fost initial uscate si apoi analizate prin FT-IR.
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Figura 10. Spectrul FT-IR al GH-ului cedat in apa din SiO,-GH-FD si SiO,-GH-HD
(uscate) intre (a) 700-1800 cm™ si (b) 2500-4000 cm™
Principalele diferente dintre GH-ul eliberat din matricile silicatice tratate termic
diferit (Figura 10) apar intre 700 si 1800 cm™. In spectrul GH eliberat din particulele
uscate prin liofilizare, se poate observa o scidere a absorbtiei de la 990 cm™, aceasta
demonstrand schimbari in compozitia chimica a carbohidratilor, precum si aparitia unei noi
benzi la aprox. 1720 cm™ indicind o saturare a chetonelor/aldehidelor, rezultand
chetone/aldehide alifatice. Uscarea prin incdlzire si prin liofilizare duce la diferite
modificari spectrale pentru GH-ul cedat din matricea silicatici comparativ cu GH-ul
neinglobat. Aceste schimbari sunt evidentiate prin vibratiile de intindere ale C-O din
carbohidrati si prin vibratiile de deformare ale C-H din izoprenoide. Aceasta indica faptul
ca incapsularea influenteaza compusii organici captati in interior, insa este dificil de a
prezice cum vor fi afectate proprietatile lor terapeutice.

2.4. Concluzii

GH a fost nano-incapsulat cu succes in microparticule silicatice cu un diametru
mediu de aproximativ 1 um, cu ajutorul metodei sol-gel, folosind uscarea prin incalzire si
prin liofilizare. Nanoparticularea materialului silicatic a fost evidentiatd de rezultatele
obtinute prin fluorescentd, mai ales in cazul probelor uscate prin liofilizare. Evidenta
incapsuldrii extractului de plante precum si informatii structurale au fost obtinute prin
TG/DTA, FT-IR, UV-Vis-DRS si spectroscopie de fluorescentd. Procesul de uscare
influenteazd atat microparticulele gazda silicatice cat si extractul de plante. Structura
amorfd a sistemului testat, impreund cu proprietatile sale de fluorescentd crescute poate
duce la viitoare aplicatii biomedicale ca markeri fluorescenti pentru celule, mai ales daca
sistemul va fi configurat la dimensiuni nanometrice si/sau functionalizat cu liganzi
specifici. Profilele de cedare ale extractului de plantd au prezentat un caracter bifazic cu o

cedare mai prelungitd pentru probele uscate prin incalzire comparativ cu cele uscate prin
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liofilizare. Cantitatea eliberata a fost mai mare in experimentul realizat in mediu cu pH 7.4
comparativ cu cel care a folosit un mediu cu pH 1.1, indiferent de modul de uscare aplicat
in preparare. Aceste rezultate subliniaza ideea ca particulele silicatice nano-incapsulate cu
extract de seminte de Gossypium hirsutum pot fi astfel utilizate pentru aplicatii in
microscopia de fluorescentd sau tratamente cu cedare prelungita, tinand cont de posibilele

sale proprietati terapeutice.

3. PARTICULE GADOLINO-SILICATICE INCARCATE CU GOSIPOL
PENTRU UN EFECT SIMULTAN TERAPEUTIC SI CA UN MAI BUN AGENT DE
CONTRAST N IRM

3.1. Obiective principale

Incorporarea gosipolului, un compus polifenolic cu un spectru larg de proprietati
terapeutice, Intr-o matrice poroasd gadolino-silicaticd a fost consideratd, atat pentru un
efect terapeutic cat si ca agent de contrast In imagistica de rezonantd magnetica. Scopul
acestui studiu a fost de a evalua incarcarea gosipolului in microparticule gadolino-silicatice
preparate la doua valori diferite ale pH-ului, ca prim pas 1n crearea de noi compusi
teranostici (terapie si diagnostic).

3.2. Metode de sinteza si caracterizare

Sistemul 98S510,-2Gd,03 (mol %) a fost preparat prin metoda sol-gel la doud valori
diferite ale pH-ului (2 s1 5.5). Gelurile umede au fost introduse in criotuburi, inghetate in
azot lichid pentru 20 min (FD) si lasate sa se topeasca la temperatura camerei. Gelurile
umede au fost apoi uscate la 110 °C, timp de o ora si mojarate, obtindndu-se o pudra fina,
urmand a poi a fi tratate termic la 500°C, in aer pentru 30 min. Pentru Incarcarea cu
gosipol, 100 mg din fiecare proba de particule gadolino-silicatice au fost imersate in 2 ml
acetona, care contine 4 mg de gosipol (Gos, C30H300sg, Sigma Aldrich). Amestecul a fost
tinut la 4°C pentru 48 de ore, iar supernatantul a fost eliminat prin centrifugare. Particulele
ramase (notate FD2-GOS si FD5.5-GOS) au fost uscate la 37 °C. Structura particulelor si
incdrcarea lor cu gosipol a fost investigata prin XRD, DLS, analiza suprafetei specifice si a
volumului de pori prin metoda Brunauer-Emmett-Teller (BET)/Barrett-Joyner-Halenda
(BJH), DTA/TGA, FT-IR, rezonanta paramagnetica electronicd (Electron Paramagnetic
Resonance, EPR) si spectroscopie fotoelectronica de raze X (X-Ray Photoelectron
Spectroscopy, XPS). Potentialele aplicatii in imagistica de rezonanta magnetica (IRM) a

particulelor gadolino-silicatice incarcate cu gosipol au fost testate prin masuratori IRM.
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3.3. Rezultate si discutii

Difractograma XRD (Figura 11) inregistrata Tnainte si dupa incarcarea cu gosipol
indicd o structurd prevalent amorfa in toate probele. Se doreste a avea faze amorfe
deoarece particulele silicatice amorfe sunt considerate mai putin toxice decat cele cristaline
[9] si, pe de alta parte, medicamentele amorfe prezintd o solubilitate de saturatie mai mare

decat cele cristaline [21].
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Figura 11. Difractogramele XRD ale probelor investigate

Masurétorile DLS arata ca dimensiunea medie a particulelor este cuprinsa intre 0.90
pum si 1.05 pm. Procesul de incarcare afecteaza usor dimensiunea medie a particulelor.
Dupa incércarea cu gosipol, probele preparate la pH 2 prezintd o crestere usor mai mare,
comparativ cu probele preparate la pH 5.5 ceea ce poate indica o mai mare Incarcare a Gos
pe probele preparate la un pH mai scazut. Valorile potetialului zeta pentru probele
incdrcate cu Gos sunt in afara intervalului £30 mV, indicand posibilitatea de a se evita
agregarea particulelor, fiind astfel stabile in suspensii. Deoarece Gos prezinta sarcina
negativa la pH neutru [22, 23], incarcarea particulelor cu Gos duce la cresterea valorii
negative a Incarcdrii electrice de la suprafata. Acest proces se poate mai bine evidentia
pentru probele FD2 si sugereaza o incdrcare mai mare decat pe probele FD5.5. Gos poate fi
fizic adsorbit, dar si legat chimic de matricea gadolino-silicatica [24].

Analiza prin metoda BET aratd cd atat suprafata specifica cat si volumul porilor
scade dupd Incarcarea cu Gos. Aceastd scadere este mai pronuntatd pentru probele FD2 in
acord cu rezultatele obtinute prin masurdtorile DLS si poate sublinia presupunerea ca o
cantitate mai mare de Gos este incarcata pe probele preparate la un pH mai scazut.

Curba termicd a Gos (inset Figura 12b) indicd o reactie endotermica in jurul
temperaturii de 180°C si o scadere de masa de aprox. 5,8 %, care se poate datora
procesului de topire cu descompunere partiald, temperatura de topire a Gos fiind de 180-

214°C [25], urmatd de o reactie exotermica bine evidentiata intre 450-600°C, cu pierdere
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de masa de aprox. 63%, corespunzatoare descompunerii Gos 1n gaze ca CO, si/sau CO si
H,0, ca urmare a combustiei.

Curbele DTA pentru probele FD2 si FDS5.5 prezintda doud mari regiuni de
evenimente termice si corespunde celor doud regiuni principale de pierdere de masa din
curbele TGA (Figura 12). Pierderea de masd dinainte de 200°C, cu un eveniment
endotermic in DTA, poate fi asociatd cu indepartarea moleculelor de apa adsorbite la
suprafatd precum si a etanolului sau a acetonei ramase din sinteza. O parte din pierderea de
masa din jurul temperaturii de 180°C, pentru probele FD2-Gos si FD5.5-Gos se datoreaza
descompunerii partiale a Gos in timpul topirii. Urmatoarele pierderi de masa corespund
dehidroxilarii matricei silicatice si descompunerii Gos. Trebuie subliniat faptul ca
includerea Gos in porii particulelor silicatice ii poate imbunatati stabilitatea termica asa
cum se intdmpla in cazul incluziei Gos in B-cyclodextrine [26]. Diferenta procentului de
pierdere de masa dintre probele incarcate si neincarcate in intervalul de temperaturd 20-
800°C este de 3.1% si 2.8% pentru FD2 si respectiv FD5.5, ceea ce corespunde cu
incdrcarea a 3.1 mg si 2.8 mg de Gos pe 100 mg de FD2 si respectiv FD5.5, demonstrand

ca particulele FD2 Incorporeaza o mai mare cantitate de Gos.
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Figura 12. Curbele DTA (a) si TGA (inset curba DTA/TGA a Gos) (b) pentru
probele investigate

Tabel 6. Procentul pierderii de masa rezultate din analiza TGA

Temperatura o ) o o FDS.5-
°C) FD2 (%) FD2-Gos (%) FDS.5 (%) Gos (%)
20-200 6,7 10 4,4 7
200-800 4,1 3,9 3,7 3,9

Spectrul FT-IR al particulelor gadolino-silicatice incarcate cu Gos contine
majoritatea benzilor de absorbtie specifice particulelor pure gadolino-silicatice, neputandu-

se observa noi benzi de absorbtie specifice Gos.
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Spectrul FT-IR inregistrat pentru Gos si pentru solutia acetonicd recuperatd de
supernatant au fost analizate pentru a obtine mai multe informatii referitoare la
comportamentul Gos, dupi includerea sa in particulele gadolino-silicatice. In intervalul
3800-3100 cm™', spectrul FT-IR al solutiei initiale de Gos 1n acetona (Figura 13a) prezinta
o bandi ingustd in jurul valorii de 3500 cm™ asociati gruparilor hidroxil implicate cu
diferite tarii in formarea legéturilor de hidrogen, specific structurii tautomerice aldehidice
[27-32] si o bandi largd in jurul valorii de 3420 cm™. Ambele benzi sunt prezente si in
spectrul FT-IR a ambelor solutii de Gos recuperate, insa banda de la 3420 cm’ este mult
mai largd in cazul probelor de Gos recuperate de pe probele FD5.5. Acest lucru se
datoreazi prezentei ionilor de Na' din probele FDS5.5, tautomerul aldehidic al Gos
schimbadu-se in tautomerul chetonic, cu o banda larga specificd la aproximativ 3420 cm’
[29].

in regiunea spectrald 1700-1500 cm™ (Figura 13b), spectrul FT-IR al Gos si a
solutiei recuperate de pe probele FD2 prezintd benzi de vibratie specifice tautomerului
aldehidic in jurul valorii de 1615 cm™, asociatd cu legaturile C=O si in jurul valorii 1570
em™ specifica vibratiilor C=C din inelul naftalenic. Solutiile recuperate de pe probele
FDS.5 prezinta benzi vibrationale specifice tautomerului chetonic; banda de la 1570 cm’
scade si apare o noud bandi la 1595 cm’, ceea ce e specific vibratiilor inelului din

tautomerul chetonic [29].
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Figura 13. Spectrele FT-IR ale solutiilor recuperate de Gos intre: (a) 3800-2800 cm”
si (b) 1800-700 cm™
Spectrele EPR 1n banda X (Figura 14) prezinta linii de rezonantd la valori g efective
2.4=5.9, 2.8 si 2.0, caracteristice asa numitului spectru-U, tipic pentru ionii de Gd** dispusi
in diferite pozitii/vecindtdti, unde sunt supuse unui camp cristalin relativ slab si sunt
caracterizate de un numar de coordinare mai mare de sase [33]. Deoarece probele FD5.5 si

FD5.5-Gos prezintd linii de rezonantd mai largi decat probele FD2 si FD2-Gos, ne
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asteptam la grad de clusterizare a ionilor de Gd** mai ridicat in probele FD5.5 comparativ
cu probele FD2, datoritd intensificarii reactiei de condensare o datd cu cresterea conditiilor

de pH din sinteza [34].

3

FD5.5-Gos
i FD5.5

FD2-Gos,

Intensity

FD2

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Magnetic field (G)

Figura 14. Spectrele EPR experimentale ale probelor investigate intre 500-6500G
Comparand compozitia elementala teoretica cu cea obtinutd in urma analizei XPS
(Tabel 7), se poate observa ca procentul atomic la suprafata probelor este mai mic decat era
de asteptat si acest lucru se datoreaza clusterizarii gadoliniului in interiorul particulelor.

Tabel 7. Procentul relativ al componentelor principale, comparativ cu compozitia
teoretica

Compozitia elementala (at %)

0 Gd Si
FD2 50.8 0.2 40.0
FD5.5 58.7 0.2 411
Compoztia 66.5 13 322

teoretica

Concentratia atomica relativa a probelor, Tnainte si dupa imersie sunt prezentate in
Tabelul 8. Continutul in carbon creste semnificativ, mai ales pentru probele incarcate cu
Gos, preparate la pH 2.

Tabel 8. Procent relativ al principalelor componente, inainte si dupa incircarea cu
Gos

Compozitia elementald (at %)

Si Gd C o
FD2 394 0.2 1.7 58.7
FD2-Gos 35.4 0.2 10.4 54.0
FDS.5 40.7 0.2 1.0 58.1
FD5.5-Gos  40.0 0.2 2.2 57.6

Inainte de imersia in solutia de Gos, semnalul fotoelectronilor O prezintd o
componentd majora la 533.2 eV, asociata atomilor de oxigen de legatura implicati in

unitdtile structurale ale matricei silicatice [35] si un umar, la energii de legaturd mai mari,
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corespunzator gruparilor hidroxil [36], care e mai bine evidentiat In probele FD2 spre
deosebire de probele FDS5.5, datoritd unei hidroxildri mai puternice a matricei silicatice din
FD2, ca o consecinta a scaderii ratei reactiei de condensare, in conditiile de sinteza cu pH
mai scazut [34, 37]. Dupa incarcarea cu Gos, in stratul atomic exterior al probelor FD2-
Gos se observda o scadere a intensitdti peak-ului O;s i 0 mare asemanare cu peak-ul
fotoelectronic al Gos (Figura 63), in timp ce in stratul exterior al probei FD5.5-Gos se pot
in continuare evidentia oxigenul din matricea silicatica, la fel ca in probele FD5.5 (Figura

15). Rezultatele subliniaza din nou o incarcare mai mare cu Gos a probelor FD2.

O1s
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1 ; FD5.5
] D2-Gos

FD2

Intensity

Gos

540 538 536 534 532 530 528
Binding Energy (eV)

Figura 15. Spectrele XPS de inalta rezolutie inregistrate pentru Oy,

Legarea gadoliniului la suprafata porilor silicatici determina o reducere a timpului
sau de corelare rotational si cauzeaza astfel scaderea timpului de relaxare T,. O clusterizare
mai puternicd in probele FDS5.5 comparativ cu probele FD2 diminueaza abilitatea centrilor
paramagnetici de a induce relaxarea moleculelor de apa si duce la un T; mai lung pentru
probele FD5.5 comparativ cu probele FD2 (Figura 16). Dupa incarcarea cu Gos, sfera
exterioard a oxidului de gadoliniu se modifica, imbunatatindu-se relaxivitatea, probele FD-
Gos prezentand un T; mai scurt, decat probele FD. Contrastul in IRM (Figura 17) este
imbunatatit pentru probele incadrcate cu Gos, comparativ cu particulele pure gadolino-
silicatice. Acest lucru se poate datora legaturilor de hidrogen puternice care se pot forma
intre grupdrile carbonil si hidroxil ale Gos cu apa, ceea ce duce la intensificarea implicarii
sferei secundare in procesul de relaxare. Oricum, concluzii pripite nu ar trebui date acum,
ci ar trebui luate In considerare studii i masuratori viitoare pentru a determina nu doar
timpii de relaxare ci si valorile relaxivitatii efective, parametri potriviti pentru a evalua

capacitatea agentilor de contrast de a induce relaxarea protonilor.
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Figura 16. Timpii de relaxare T, a probelor, inainte si dupa incarcarea cu Gos
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Figura 17. Imagini ecou de spin ponderate in T, ale probelor investigate la 7 T cu
parametrii urméatori: TR/TE =1300 ms/9 ms, FOV =2 cm, NEX=1, BW=70 000 Hz,
grosimea portiunii=1.00 mm, matricea =256%256 si temperatura =20 °C

3.4. Concluzii

Particulele silicatice dopate cu gadoliniu au fost preparate prin metoda sol-gel la
doud pH-uri diferite si apoi incdrcate cu Gos. Incircarea cu Gos afecteazi usor
dimensiunea particulelor, a caror medie se afld in jurul valorii de 1 pm. O cantitate mai
mare de Gos este Incarcatd in probele preparate la pH 2, decat in cele preparate la pH 5.5.
Rezultatele FT-IR obtinute pe solutiile recuperate de Gos, indica faptul ca Gos ramane in
starea sa tautomericd aldehidicd in cazul probelor preparate la un pH scézut, in timp ce in
cazul probelor preparate la un pH mai ridicat are loc schimbarea sa in structura tautomerica
chetonica. Analizele EPR si XPS arata cd ionii de gadoliniu tind sd se concentreze in
interiorul particulelor si sa formeze clusteri, In special in cazul probelor preparate la pH
5.5. Masuratorile IRM indica scurtarea timpului de relaxare T;, In cazul in care particulele
silicatice dopate cu gadoliniu sunt incarcate cu Gos. Aceste rezultate indica caracteristici
potrivite pentru a studia mai departe particulele gadolino-silicatice incarcate cu Gos ca

agenti de contrast pentru IRM si ca agenti teranostici.
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4. NANOPARTICULE GADOLINO-SILICATICE INCARCATE CU GOSIPOL
ACID ACETIC DUBLU-FUNCTIONALE PENTRU COMPUSI TERANOSTICI

4.1. Obiective principale

In acest studiu, nanoparticule silicatice dublu-functionale, cu continut de gadoliniu
si gosipol acid acetic au fost investigate cu scopul de a estima posibilitatea utilizarii lor ca
agenti teranostici, cu proprietati anticanceroase din partea gosipolului si cu aplicatii in IRM
din partea gadoliniului. In Subcapitolul 4.2 s-a evaluat incircarea gosipolului pe doud
tipuri de microparticule gadolino-silicatice preparate la doua valori diferite de pH si au
oferit rezultate favorabile referitoare la timpii de relaxare ale microparticulelor. Prin
urmare, scopul nostru i1n acest studiu, este de a obtine compusi similari, dar
nanodimensionti care sunt capabili de directionare pasiva, ca urmare a dimensiunilor lor
reduse si a efectului vascular de permeabilitate crescut de la nivelul tesutului tumoral.

4.2. Metode de sinteza si caracterizare

Nanoparticulele gadolino-silicatice (SiGd-NPs, 98.4510,'1.6Gd,0; (mol %)) au
fost preparate prin metoda sol-gel, folosind surfactanti si polimeri. Contrar rezultatelor
prezentate in Subcapitolul 4.2, s-a ales sinteza nanoparticulelor in mediu bazic, deoarece
acest tip de sinteza a fost cea mai Intalnita din literatura pentru particule nanodimensionate
gadolino-silicatice $i am considerat cresterea suprafetei specifice, respectiv a porozitatii
impreund cu concentratia medicamentului si a repetdrii incdrcarii, plus sonicarea, metode
suficiente pentru a creste cantitatea de medicament incarcat. Precipitatul fin de particule a
fost colectat, uscat prin liofilizare si apoi calcinat la 550°C in aer timp de 5 ore pentru a
elimina surfactantul si polimerul. Moleculele de gosipol acid acetic (GosAa) au fost
incarcate pe porii si suprafata SiGd-NPs prin simpla imersie. Pentru o incdrcare mai
puternicd, la interval de 24 de ore, particulele au fost sonicate in baie de apd timp de 1 ora
la 200 W, centrifugate, eliminat supernatantul, uscate prin liofilizare i imersate din nou in
solutie de GosAa. Pentru studiile relaxometrice si pentru cele in vitro pentru a obtine o
suspensie stabila, in ceea ce priveste timpul de ramanentd in suspensie, probele au fost
plasate prin sonicare Intr-o solutie vascoasa de carboximetilceluloza (CMC, 2%, Sigma
Aldrich) in tampon fosfat (PBS, pH 7.4).

Nanoparticulele (NPs) au fost caracterizate prin Microscopie Electronicd de Baleiaj
(Scanning Electron Microscopy, SEM), Microscopie Electronica de Transmisie
(Transmission Electron Microscopy, TEM), spectroscopia de raze X prin Dispersie de

Energie (Energy Dispersive X-ray spectroscopy, EDX), DLS, XRD, BET/BJH, TGA si
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FT-IR. Capacitatea SiGd-NPs de a fi folosite ca agenti de contrast au fost determinate prin
profilele de Dispersie a Relaxdrii Magnetice Nucleare (Nuclear Magnetic Relaxation
Dispersion, NMRD) si prin experimente IRM in vitro de internalizare celulara. De
asemenea au fost realizate studii de cedare caracterizate de modele cinetice, precum si
studii de citotoxicitate.

4.3. Rezultate si discutii

Imaginile SEM ale nanoparticulelor sintetizate (Figura 18) prezinta aglomerari de
particule sferice, nanometrice cu marimi in jur de 100 nm. Mai mult, procentul atomic al
componentelor principale obtinute prin spectroscopia EDX sunt bine corelate cu cele

calculate din formula de sinteza.

Figura 18. Imaginile SEM ale SiGd-NPs la doua mariri diferite
Imaginile HRTEM ale SiGd-NPs (Figura 19) indica o structurd amorfa cu prezenta
aglomerarilor de Gd in matricea silicatica (puncte inchise la culoare), asa cum dovedeste si

spectrul EDX.
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Figura 19. Imagini HRTEM si analiza EDX a unei singure particule de SiGd-NPs
Masuratorile DLS indica un diametru de 350 nm dupad sonicare, aceste
nanoparticule fiind astfel teoretic capabile de a profita de vasculatura permeabila si de
drenarea slaba a sistemului limfatic al tumorilor pentru a creste timpul de retentie la nivelul

tesutului canceros, asa numita directionare pasiva [38].
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Incarcarea sarii de GosAa pe SiGd-NPs nu aduce modificari semnificative ale
valorilor potentialului zeta. In ambele cazuri, potentialul zeta a fost aproape de -30 mV,
determinand o relativa stabilitate a nanosuspensiei (Tabel 9) [21].

Table 9. Marimea si potentialul zeta ale probelor investigate

Marimea medie

(nm) Potentialul zeta (mV)
SiGd-NPs 294 -24.5
SiGd-NPs-GosAa 340 -26.,4

Analiza XRD (Figura 20) confirma structura amorfa a probei gadolino-silicatice
evidentiata si prin HRTEM, indicand faptul ca GosAa este prezent intr-o stare amorfa dupa
procesul de incarcare. S-a dovedit cd incapsularea medicamentelor amorfe si hidrofile in
sisteme anorganice poroase induce o imbunatatire a procesului de disolutie [39]. Disolutia
medicamentelor greu solubile reprezinta un pas limitant in terapie. De aceea este important

de a Tmbunatati rata disolutiei si astfel de a creste biodisponibilitatea medicamentului.

SiGd-NPs-GosAa

Intensity

SiGd-NPs

0 10 20 3'0Th2't%_2 Ts;?etae'o 70 80 90
Figura 20. Difractogramele XRD ale SiGd-NPs, inainte si dupa incircarea cu GosAa

Analiza volumului de pori si a suprafetei specifice indicd faptul cd SiGd-NPs
prezintd suprafatd specifica ridicatd si un volum mare de pori (aproximativ 600 m?*/g si
respectiv 0.6 ml/g,), fiind potrivite ca transportori/carriers de molecule medicamentoase in
sisteme cu cedare prelungiti. Incarcarea cu GosAa pe suprafata nanoparticulelor gadolino-
silicatice determina scdderea suprafetei specifice si a volumului de pori a NPs.

Curbele TGA prezentate in Figura 21 prezintda doud pierderi de masa: intre 20 si
200°C atribuitd termodesorbtiei apei sau a altor solventi folositi In sinteza si intre 200 si
800°C determinatd de descompunerea surfactantilor si a polimerilor reziduali folositi in
sinteza, dehidroxilarea Si-OH [40] sau a Gd-OH [41], iar in cazul probelor incarcate cu
GosAa pierderea de masd este determinatd de descompunerea si combustia

medicamentului. Pierderea de masa pentru probele Si-Gd-NPs-GosAa este mai mare
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comparativ cu probele SiGd-NPs ceea ce demonstreazd incarcarea cu medicament.
Diferenta de pierdere de masd intre probele Incdrcate si neincdrcate, in intervalul de
temperaturd de 20-800°C, este de 10%, ceea ce corespunde cu incdrcarea a 10 mg de

GosAa pe 100 mg de proba de SiGd-NPs.

SiGd-NPs

SiGd-NPs-GosAa

50
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Figura 21. Curbele TGA ale probelor investigate

Figura 22 prezinta spectrele FT-IR ale probelor incarcate si neincarcate precum si
spectrul GosAa pur. Majoritatea benzilor vibrationale investigate identificate corespund
matricei silicatice. Se poate observa ca probele SiGd-NPs-GosAa prezinta si benzi minore
vibrationale specifice GosAa in jurul valorii de 1450 cm™ si a celei de 2920 cm™
corespunzatoare benzilor de vibratie de intindere a C-C, C=C si respectiv a vibratilor de
intindere a C-H din grupdrile metilice [32]. Mai mult, cresterea usoara a intensitatii benzii
largi din jurul valorii de 3400 cm™ si a celei de la 1640 cm™, poate confirma incircarea

GosAa pe suprafata nanoparticulelor gadolino-silicatice.
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SiGd-NPs
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Figura 22. Spectrele FT-IR a GosAa si ale probelor investigate
Profilele NMRD ale probelor investigate sunt prezentate in Figura 23. Banda
intensd din jurul valorii de 30 MHz este caracteristica ionilor de Gd legati de
macromolecule. Exista unele studii care aratd ca Gd,O; este puternic legat de matricea
silicatica, care se comportd ca o macromoleculd, incetinindu-i migcarea rotationald si in

consecinta crescandu-i proprietatile relaxometrice ca agent de contrast utilizat In IRM [42,
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43]. Aceasta legaturd puternica poate sugera, de asemenea, faptul ca moleculele de Gd,O3
sau ionii de Gd vor disocia greu din matricea silicaticd. De aceea, nanoparticulele
gadolino-silicatice nu prezinta teoretic toxicitate, iar prin structura lor poroasa pot oferi
acces moleculelor de apa la centrii paramagnetici [44].

Pe deasupra, datele experimentului NMRD (Figura 23) indica faptul ca incarcarea
GosAa pe suprafata si porii SiGd-NPs duce la cresterea ratei de relaxare pe intregul
domeniu de frecvente investigate, desi SiGd-NPs-GosAa prezintd dimensiuni mai mari
decat SiGd-NPs, iar relaxivitatea acestuia ar trebui teoretic sa scada [45]. Putem presupune
ca aceasta crestere a relaxivitatii, in cazul probelor incarcate cu GosAa, este influentatd de
intensificarea legaturilor de hidrogen, interfatate de GosAa, dintre moleculele de apa si

grupdrile polare prezente in sfera secundard sau exterioard de coordinare a ionilor de Gd

[46-48].
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Figura 23. Profilele NMRD ale SiGd-NPs si SiGd-NPs-GosAa in CMC 2%
Incircarea medicamentului intr-un sistem poros determini cedarea prelungiti a
acestuia cand sunt imersate in lichide biologice, minimizand astfel efectele secundare

(Figura 24).
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Figura 24. Profilele de cedare a GosAa din SiGd-NPs-GosAa
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Modelul cinetic care prezintd liniaritate ridicata In urma experimentului de cedare a
fost evaluat cu ajutorul coeficientului de corelatie (R?). Reprezentarea grafici conform
ecuatiei de gradul intdi, prezintd liniaritate scazutd cu valori de regresie de 0.936. Valori
ale coeficientului de corelatie mai mari de 0.98 s-au obtinut prin modelul Korsmeyer-
Peppas, prin care se obtin valori ale pantei mai mici de 0.5 (n<0.5), indicand faptul ca
mecanismul de cedare din nanoparticule a fost realizat prin difuzie [49, 50].

Dupad cum se poate observa din studiile de toxicitate (Tabel 10), s-a obtinut o
valoare acceptabild a viabilitatii, fiind mai mare de 80% pentru toate concentratiile,
toxicitatea crescand odata cu cresterea concentratiei de Gd si GosAa ({Gd}, {GosAa}). S-a
putut observa o mica diferentd intre celulele incubate cu SiGd-NPs si martor, ceea ce
sugereaza faptul ca SiGd-NPs nu afecteazd semnificativ viabilitatea celulard Ia
concentratiile testate, pe o perioadda de 6 ore. Odatd ce GosAa este Incdrcat pe
nanoparticulele gadolino-silicatice, toxicitatea asupra celulelor creste usor, fapt anticipat
datoritd activitatii anticanceroase a GosAa. Se mai poate observa o usoard scadere a
toxicitatii pentru probele SiGd-NPs-GosAa fatd de GosAa pur, indicand o descrestere a
efectului citotoxic ale SiGd-NPs-GosAa datoritd cedarii prelungite a medicamentului din

nanoparticulele gadolino-silicatice.

Tabel 10. Studii de citotoxicitate pe celule canceroase de sin TSA

Proba Viabilitate Proba Viabilitate Proba Viabilitate
(%) (%) (%)
Martor 100
SiGd-NPs SiGd-NPs- GosAa
GosAa
{Gd} 97 {Gd} 20uM 93 {GosAa} 91
20uM {GosAa} 0.72uM
0.72uM
{Gd} 50uM 95 {Gd} 50uM 89 {GosAa} 87
{GosAa} 1.72uM
1.72uM
{Gd} 93 {Gd} 100uM 85 {GosAa} 84
100uM {GosAa} 3.47uM
3.47uM

Pentru a evalua cantitatea de SiGd-NPs internalizate de celulele canceroase TSA
dupa 6 ore de incubatie, concentratia ionilor de Gd a fost masurata prin spectrometrie de
masa cu plasma cuplata inductiv (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-
MS). Rezultatele indica faptul ca cantitatea de Gd internalizata de catre celule este direct

proportionald cu cantitatea de SiGd-NPs adaugata mediului celular (Figura 25). Mici
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diferente au fost observate intre SiGd-NPs si SiGd-NPs-GosAa, aparent, incarcarea GosAa
pe nanoparticule determind o usoard crestere a procentului de nanoparticule internalizate

de catre celulele TSA.

1,0x107{ = SiGd-NPs ¢
® SiGd-NPs-GosAa

8,0x10°
6,0x10°
4,0x10

2,0x10®

0,04
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Figura 25. SiGd-NPs incarcate si neincarcate (exprimate in moli de Gd) internalizate
in celulele TSA dupa 6 ore de incubatie la 37°. Cantitatea de Gd asociati celulelor a
fost determinata prin ICP-MS.

Imaginile ponderate T; si T, ale capilarelor cu pelete celulare obtinute dupa

incubarea de aproximativ a 2,4x10° celule TSA, continand cantititi de nanoparticule
incarcate sau neincarcate, au fost achizitionate la 7 T (Figura 26). Dupa cum se poate
observa, valorile T; scad usor odata cu cresterea concentratiei de nanoparticule (Tabel 11),
rezultate care sunt in concordantd cu masuratorile ICP-MS din cadrul experimentului de
internalizare. Valorile T; inregistrate pentru celulele incubate cu SiGd-NPs-GosAa sunt
usor diferite fata de cele neincarcate, insd mult diferite fatd de martor (Figura 26), indicand
faptul ca celulele manifesta o internalizare adecvata a nanoparticulelor gadolino-silicatice
si un efect de contrast potrivit pentru a fi folosite ca agenti de contrast in imagistica de
rezonantd magneticd. Nu s-a putut observa prin aceastad metoda o scadere a valorilor T; in
cazul probelor incarcate cu GosAa fatd de cele neincarcate, cum ar fi de asteptat din
experimentul de internalizare, din masuratorile I[CP-MS si din profilele NMRD, dar trebuie
sd luam 1n considerare artefactele prezente la achizitia imaginilor IRM, care pot afecta

masuratorile valorilor Tj.

Tlw T2w

Figura 26. Imaginile ecou de spin ponderate in T si T, inregistrate la 7 T, a peletelor
celulare TSA pregitite in capilare, imobilizate apoi in agar. (1) celule control
neincubate. (2), (3) si (4) celule incubate timp de 6 ore cu nanoparticule neincarcate
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cu concentratie de Gd de 20, 50 si respectiv 100 pM. (5), (6) si (7) celule incubate cu
nanoparticule incdrcate cu concentratii de Gd de 20, 50 si respectiv 100 pM

Tabel 11. Valorile T, si procentul de descrestere a T;, masurate la 7 T pe peletele

celulare TSA
T Procent Procent
Proba (mls) descrestere T, Proba (mls) descrestere
(%) T (%)
(1) Martor 2467
SiGd-NPs SiGd-NPs-GosAa
(2) {Gd} (5) {Gd}
20uM 961 61 20uM 1103 55
(3) {Gd} (6) {Gd}
S0UM 640 74 50uM 767 69
C)) (7) {Gd}
(Gd}100uM 560 77 100pM 469 81

4.4. Concluzii

Un nou sistem nanodimensionat bazat pe gadoliniu pentru proprietdti imagistice si
pe GosAa pentru proprietdti anticanceroase a fost preparat si caracterizat. Analizele SEM
si HRTEM au indicat ca nanoparticulele prezinta forme sferice, nanometrice cu zone
interne concentrate in compusi de Gd. Prin HRTEM s-a confirmat, inca o data, rezultatele
XPS si RES asupra tendintei Gd de a forma clusteri si de a se concentra in interiorul
particulelor, asa cum s-a prezentat in Subcapitolul 4.2, independent de parametrii de
sinteza aplicati. Capacitatea de incdrcare a GosAa a fost evaluatd prin masuratori ale
suprafetei specifice si ale volumului de pori impreuna cu analiza termogravimetricd i
indicd o mai buna incadrcare cu medicament comparativ cu probele FD2 prezentate in
Subcapitolul 4.2, in ciuda pH-ului bazic utilizat pentru prepararea SiGd-NPs. Profilele
NMRD indica faptul ca compusii de Gd sunt puternic legati de matricea silicatica, care se
comportd ca o macromoleculd, determinand cresterea relaxivitdtii la campuri magnetice
inalte si faptul ci GosAa induce cresterea relaxivitatii. Incircarea GosAa intr-un sistem
poros cauzeazd o cedare prelungita, caracterizatd in principal prin difuzie, asa cum a fost
dovedit de profilele de cedare si de rezultatele din modelele cinetice. Cedarea prelungita a
fost de asemenea dovedita prin studiile de citotoxicitate, viabilitatea celulelor fiind usor
crescutd pentru nanoparticulele incarcate cu GosAa comparativ cu GosAa pur. Imaginile
ponderate n T; si T, pentru peletele celulare incubate cu nanoparticule prezintd un contrast

adecvat pentru a fi considerate candidati potriviti ca agenti de contrast In imagistica de
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rezonantd magnetica. In ansamblu, acest studiu a condus la obtinerea in vifro a unui
compus teranostic sigur care necesitd cercetari suplimentare, inainte de a oferi oportunitati

reale in aplicatii clinice.

5. LIPOZOMI TERANOSTICI PREPARATI CU COMPUSI DE
GADOLINIU SI GOSIPOL ACID ACETIC

5.1. Obiective principale

In acest studiu este prezentati sinteza si caracterizarea lipozomilor teranostici cu
functie dubla de terapie si de diagnostic, prin co-incapsularea gosipolului acid acetic si a
complecsilor de gadolinium. A fost ales acest sistem pentru a avea efecte anticanceroase
din partea gosipolului acid acetic si sensibilitate ca agent de contrast in IRM, din partea
compusilor de gadoliniu, pe ldngd, biocompatibilitatea §i toxicitatea redusd oferitd de
lipozomi.

5.2. Metode de sinteza si caracterizare

Lipozomi incarcati cu GosAa si complex de Gd au fost preparati prin metoda
hidratarii filmului subtire si a extruddrii prin membrana policarbonaticd. Compozitia
lipozomald folosita POPC/CH/DSPE-PEG/GosAa prezinta rapotul molar de 10:2:0.5:1.
Pentru comparatie, ca si control, au fost sintetizati si lipozomi fara GosAa. Pentru
simplificare, lipozomii preparati cu GosAa vor fi mai departe denumiti L-GosAa, iar cei
fara, vor fi denumiti L.

Pentru a cuantifica GosAa, lipozomii dializati au fost dizolvati in metanol, iar
absorbtia lizatului a fost masuratd la 371 nm. Pentru a determina cantitatea exacta de
GosAa, s-a folosit si o curba de calibrare standard. Concentratia de Gd si relaxivitatea (r})
a formuldrilor lipozomale au fost determinate prin procedee relaxometrice folosind un
relaxometru Spinmaster NMR (Stelar, Mede, Italy) la o frecventd Larmor de 21 MHz
folosind o secventd de puls inversie-revenire standard (standard inversion recovery pulse
sequence).

Stabilitatea la depozitare, realizatd la 4°C, a fost evaluatd prin determinarea
procentului de GosAa si Gd din lipozomi, a relaxivitatii (r;) si a dimensiunii particulelor,
pe o perioada de o luna.

Stabilitatea in lichide biologice (plasmd) a fost determinatd prin masurarea

procentului de GosAa si de compusi de Gd ramas incapsulat si a relaxivitatii ().
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Capacitatea lipozomilor de a fi utilizati ca agenti de contrast a fost determinata prin
profilele NMRD si prin experimentul IRM de internalizare in vitro la 7T. S-au realizat de
asemenea si studii de citotoxicitate.

5.3. Rezultate si discutii

Dupa cum se poate vedea din masurdtorile DLS, toti lipozomii preparati prezintd
diametru in jurul valorii de 100 nm (Tabel 12). Indicele de polidispersie mai mic de 0.2
indicd un caracter omogen si monodispers al populatiei de lipozomi. Se pare cd prezenta
GosAa determind o usoard crestere a fluiditatii peretilor lipozomali, fapt observat si in alte
studii [51]. Acest fenomen prezintd consecinte asupra diametrului mediu al lipozomilor
care se extrudeaza mai usor in comparatie cu lipozomii fara GosAa. Prin urmare, L-GosAa
prezinta dimensiuni usor mai reduse in comparatie cu L.

Potentialul zeta indicad valori mari negative (Tabel 12), ceea ce inseamna ca atractia
dintre particule nu depaseste respingerea, iar dispersia va fi stabild electric si nu va
prezenta tendinta de a coagula sau a flocula [52]. De observat ca prezenta sarii GosAa nu

modifica semnificativ valorile potentialului zeta.

Tabel 12. Rezultatele masuratorilor DLS

Potentialul zeta Dimensiunea

(mV) (nm)
L -453 113
L-GosAa -46,6 97

Pentru lipozomii preparati, concentratia de GosAa si Gd, precum si valorile
relaxivitdtii sunt prezentate in Tabelul 13. Eficienta de incdrcare a GosAa a fost
determinata ca fiind 44%, mult mai scazuta comparativ cu alte studii [53]. Acest lucru se
datoreaza lipidelor speciale, folosite in prezentul studiu, 1-palmito-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatocolina (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, POPC) fiind ales
datoritd capacitdtii sale de a crea 0 membrana mai permeabila pentru ca moleculele de apa
sd aiba acces la centrii paramagnetici din interiorul lipozomilor [54]. Mai mult, adaugarea
de GosAa in peretii lipozomilor determina si schimbari ale valorilor relaxivitatii. Chiar
dacd L-GosAa incapsuleaza cu 12% mai mult Gd decat L, relaxivitatea sa este cu 23% mai
mare decat a L. Relaxivitatea usor mai ridicata a L-GosAa se poate datora diametrului mai
mic al lipozomilor preparati in prezenta GosAa, stiindu-se cd s-a observat o relatie de

inversd proportionalitate Intre marimea lipozomilor si relaxivitatea T; [55]. Pe de alta
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parte, interdigitarea GosAa in stratul bilipidic poate cauza de asemenea o crestere a

permeabilitatii membranei lipozomale cu consecinte 1n cresterea relaxivitatii.

Tabel 13. Concentratia compusilor activi si relaxivitatea lipozomilor

Concentratia Concentratia 1 (s"'mM™)
GosAa Gd {Gd}
{GosAa}(mg/ml) (mM)
L 0 4.76 4.23
L-GosAa 1.02 542 5.55

Dupd cum este prezentat in Figura 27a si Figura 27b, nu existd modificari
semnificative In ceea ce priveste dimensiunea sau valorile relaxivitdtii lipozomilor
depozitati la 4°C pentru 30 de zile. Totusi, unele schimbari pot fi observate in ceea ce
priveste concentratia de Gd si GosAa, in timpul acestei depozitari. Este important de
mentionat faptul ca GosAa prezintda un efect interesant asupra comportamentului
lipozomilor 1n ceea ce priveste eliberarea Gd, dupd cum se poate observa in Figura 27c,
cauzand o cedare usor mai lenta a complexului de Gd prin porii membranei. GosAa Insusi

este cedat din lipozomi 1in timpul depozitarii (Figura 27d).
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Figura 27. Stabilitatea la depozitare in ceea ce priveste modificari ale dimensiunii
lipozomilor (a), relaxivitatii (b), concentratiei de Gd {Gd} (c) si concentratiei de
GosAa {GosAa} (d)

30



Se pare ca reducerea concentratiei compusilor de Gd si a GosAa incapsulati are loc
mai rapid In cazul studiului stabilitatii in plasma comparativ cu studiul de stabilitate la
depozitare, in principal datoritd temperaturii mai inalte utilizate, dar si datoritd mediului
biologic utilizat (Figura 28). Se poate observa faptul cd in aceste conditii de incubare,
prezenta GosAa in membrana lipozomilor L-GosAa oferd o usoara protectie in ceea ce
priveste cedarea compusilor de Gd, asa cum se intdmpla si In experimentul de stabilitate la
depozitare. Desi concentratia de Gd scade, valorile relaxivitatii rdman aproape neschimbate
pe perioada experimentului. Similar, dar intr-un mod mai accelerat, concentratia de GosAa

continud sa scada pe parcursul celor 48 de ore de incubare.
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Figura 28. Stabilitatea in plasma in ceea ce priveste modificari ale concentratiei de
Gd din lipozomi {Gd} (a), concentratiei de GosAa {GosAa} (b) si relavivitatii (c)

Aceste valori au fost considerate acceptabile, ludnd in considerare lipidele folosite
in sinteza cu scopul de a creste permeabilitatea apei pentru un raspuns favorabil in
imagistica de rezonanta magneticd, ceea ce are insa si consecinte asupra cedarii compusilor
de Gd si a GosAa din interiorul lipozomilor. Studiile viitoare vor Incerca sa gaseasca
solutii Tmbunatétite.

Dupa cum se poate observa, forma profilului NMRD ale probelor L nu difera
semnificativ de cel al gadoteridolului pur (Figura 29) [56], dar prezenta GosAa in
membrana lipozomald cauzeaza o crestere a valorii relaxivitatii si unele mici modificari ale

formei profilului NMRD, mai ales la cAmpuri magnetice inalte. In gadoteridol, ionul de Gd
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este coordinat unui compus macrociclic cu scopul de a-i reduce, ca ion liber,
disponibilitatea si astfel efectele adverse, stiindu-se ca ionii liberi de Gd sunt toxici pentru
organismul uman. De aceea putem presupune o interactiune redusa intre GosAa si Gd, insa
pe de altd parte putem considera posibilitatea interactiunii GosAa si partea macrociclicd a
gadoteridolului. Interactiunea GosAa cu partea macrociclicdA a gadoteridolului poate
determina formarea unui compus cu o masd moleculara mai mare. Cresterea masei
moleculare si respectiv a dimensiunii chelatului paramagnetic, produce o crestere a
relaxivitdtii datoratd mobilitatii rotationale restrictionate ale complexului [42] si poate fi

observat in profilele NMRD la cAmpuri inalte, ca o banda mai pronuntata (Figura 29).
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Figura 29. Profilele NMRD ale lipozomilor investigati

Rezultatele studiului de citotoxicitate (Tabel 14) indica faptul cd prezenta
gadoteridolului in interiorul lipozomilor nu schimba dramatic numarul celulelor viabile
comparativ cu cele netratate (martor), complexul de Gd fiind sigur pentru celule. Prezenta
GosAa 1n peretii lipozomilor induce o crestere a toxicitatii asupra celulelor TSA, dovedind
astfel proprietatile anticanceroase ale GosAa. De remarcat este faptul ca aceeasi
concentratie de GosAa, dar ne-incapsulatd in lipozomi reduce numadrul celulelor viabile
intr-un mod usor mai accentuat, sugerand faptul cd sistemul de transport lipozomal
afecteaza viabilitatea celulara printr-o cedare prelungitd a GosAa.

Tabel 14. Studii de citotoxicitate pe celule canceroase de sian

Proba Viabilita Proba Viabilita Proba Viabilita
te (%) te (%) te (%)
Martor 100
L L- GosAa GosAa
{Gd}10uM 98 {Gd}10uM 94 {GosAa}2.2 uM 90
{GosAa}2.2 uM
{Gd}20uM 98 {Gd}20uM 73 {GosAa}4.3 uM 71
{GosAa}4.3 uM
{Gd}50uM 96 {Gd}50uM 60 {GosAalll uM 57
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{GosAa} 1l uM
{Gd}100uM 95 {Gd}100uM 38 {GosAa}22.8 35
{GosAa}22.8 uM uM

Rezultatele incubarii celulelor TSA cu L si L-GosAa (Figura 30) aratd ca
internalizarea gadoliniului a fost proportionala cu concentratia de Gd prezenta in mediul de
crestere. Mici diferente au fost observate Intre probele L si L-GosAa, la concentratii mari

de Gd, lipozomii L-GosAa fiind mai putin internalizati spre deosebire de lipozomii L.
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Figura 30. Internalizarea L si a L-GosAa (exprimati in moli de Gd) in celulele TSA
dupi 6 ore de incubare la 37°. Cantitatea de Gd asociati celulelor a fost determinati
prin ICP-MS.

Analiza imaginilor IRM (aceste date nu sunt prezentate) obtinute pe peletele
celulare dupd 6 ore de incubare, aratd o micd intensificare a semnalului comparativ cu
martorul. Intensitatea semnalului creste proportional cu concentratia de Gd, asa cum s-a
aratat prin studiul de internalizare si masuritorile ICP-MS. In acest caz, cresterea
intensitatii semnalului cauzata de prezenta GosAa in sistemul lipozomal, a fost confirmata
prin masurarea valorilor T; cu ajutorul imaginilor IRM, fiind In buna concordanta cu
rezultatele obtinute din profilele NMRD (Tabel 15).

Tabel 15. Valorile T, si procentului de descrestere a T; masurate la 7 T pe peletele
celulare TSA

Procent Procent
Proba T; descrest Proba T, (ms) descrester
(ms) ereT, e
(%) T (%)

(1) Martor 2632
L L-GosAa
(2) {Gd} 20uM 2421 92 (5) {Gd} 20upM 2274 86

(3) {Gd} 50uM 2344 89  (6) {Gd} 50pM 2243 85
(4) {Gd} 100uM 2307 88  (7) {Gd} 100uM 2127 81
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5.4. Concluzii

In acest subcapitol, un nou sistem lipozomal nanodimensionat, incircat cu
gadoteridol si GosAa a fost sintetizat si caracterizat din punct de vederea al stabilitatii,
proprietatiilor de rezonantd magnetica si a citotoxicitdtii. Lipozomi de aproximativ 100 nm
in diametru au fost sintetizati §i incdrcati cu o cantitate mare de GosAa comparativ cu
transportorii anorganici prezentati In Subcapitolul 4.2 si 4.3. Studiile de stabilitate la
depozitare si in plasma au indicat un comportament acceptabil la 4°C pentru o luna si la
37°C pentru 48 de ore, luand in considerare compromisul necesar alegerii lipidelor pentru
0o mai bund permeabilitate pentru apa ca agent de contrast in IRM, precum si o buna
incarcare cu GosAa. Dupa cum era de asteptat, lipozomii prezintd o mai buna stabilitate la
4°C decat la 37°C. Interesant, GosAa aduce unele avantaje minore sistemului lipozomal,
prin cresterea stabilitatii lipozomilor si prin reducerea cedérii Gd. Din punct de vedere a
proprietatilor relaxometrice, profilele NMRD indicé caracteristici similare gadoteridolului
pur prezent in interiorul lipozomilor, dar prezenta GosAa determind o crestere a valorilor
relaxivitdtii §1 probabil o legarea chimica intre GosAa si gadoteridol, fapt sugerat de
schimbarea formei profilului NMRD. Cum s-a dovedit si pentru SiGd-NPs anorganice,
incarcarea GosAa intr-un sistem de transport lipozomal determina o cedare prelungita a
acestuia Tn mediul exterior, fapt dovedit de rezultatele obtinute prin studiile de
citotoxicitate. Experimentul de internalizare in vitro, realizat pe celulele TSA au
demonstrat o internalizare moderatda a lipozomilor paramagnetici spre deosebire de
transportorii anorganici discutati in subcapitolele anterioare. Valorile T; obtinute din

imaginile IRM subliniaza inca o data efectul GosAa asupra cresterii relaxivitatii.

6. CONCLUZII GENERALE

Patru sisteme de transport a medicamentelor au fost preparate §i caracterizate
folosind diferite metode de analiza.

In primul rand, extractul din seminte de Gossypium hirsutum a fost nano-incapsulat
in microparticulele silicatice. Procesul de uscare a influentat atdt microparticulele silicatice
gazda cat si extractul din plantd. S-a putut observa o nanoparticularizare a silicei, specii de
silice cu dimensiuni nanometrice, pasivate cu hidrogen, putand fi identificate, datorita unei
fluorescente marite in probele silicatice pure. Extractul din plantd incapsulat in matricea
silicatica determind o crestere a fluorescentei specifice extractului. Din punct de vedere a

profilului de cedare si a modelelor cinetice aplicate, sistemul testat prezinta o cedare
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prelungita caracterizatd in principal de difuzie, iar cantitatea eliberata a crescut n prezenta
unui mediu de eliberare cu pH crescut si pentru probele uscate prin liofilizare.

In al doilea rind, s-a incidrcat gosipol pe microparticulele gadolino-silicatice
preparate prin metoda sol-gel, la doud valori diferite ale pH-ului. pH-ul folosit a afectat
cantitatea de gosipol Incdrcatd si structura tautomericad a acestuia. pH-ul acid determind o
incircare mai substantiali de gosipol in forma sa tautomerica aldehidici. In ceea ce
priveste structura gadolino-silicatica, s-a aratat ca gadoliniul tinde sa se concentreze in
interiorul particulelor si sa formeze clusteri. Masuratorile IRM au aratat ca probele
preparate in conditii acide precum si Incdrcarea gosipolului pe microparticule, determina
reducerea timpului de relaxare.

In al treilea rand, gosipol acid acetic a fost incircat pe nanoparticule gadolino-
silicatice preparate prin metoda sol-gel cu ajutorul surfactantilor si a polimerilor. Aceasta
metodd de sinteza a determinat obtinerea de particule gadolino-silicatice nanometrice, cu
clusteri de gadoliniu in interior. In ciuda pH-ului bazic folosit pentru a sintetiza aceste
nanoparticule, capacitatea de Incdrcare a gosipolului acid acetic a fost mai mare
comparativ cu microparticulele preparate Tn mediu acid, datorita suprafetei specifice si a
volumului de pori mari, a sonicdrii, precum $i a multiplelor incarcari aplicate in procesul
de sinteza. Studiile de relaxivitate au dezvaluit un comportament caracteristic
macromoleculelor cu relaxivitate mare la cAmpuri magnetice inalte. Inca o data, gosipolul
acid acetic a cauzat o crestere a relaxivitatii sistemului testat. Studiile de cedare si profilele
cinetice aplicate au indicat o cedare prelungitd, cauzata in principal de difuzie. Cedarea
prelungitd a gosipolului acid acetic, cu efect anticanceros, a fost dovedita de studiile de
citotoxicitate. Studiile de internalizare in vitro, au indicat o preluare crescutd a
nanoparticulelor testate de catre celule.

In al patrulea rand, gosipolul acid acetic a fost internalizat in peretii lipozomilor
incdrcati cu gadoteridol. S-au obtinut lipozomi cu dimensiuni nanometrice §i cu stabilitate
la depozitare si In plasma acceptabile. Prezenta partii lipofilice din structura lipozomilor a
cauzat o buna incdrcare cu gosipol acid acetic, comparativ cu sistemele anorganice
prezentate anterior. Prezenta gosipolului acid acetic in peretii lipozomilor ofera stabilitate
suplimentard §i proprietati relaxometrice imbundtatite. Caracterul de cedare prelungit a
gosipolului din sistemul lipozomal a fost dovedit de studiile de citotoxicitate. Spre
deosebire de transportorii anorganici prezentati anterior, pentru sistemul lipozomal,
experimentul de internalizare in vitro a indicat o preluare moderatd a lipozomilor de catre

celule.
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Prin acest studiu au fost aduse informatii noi structurale si functionale referitoare la
sisteme de transport pe baza de lipide, silice, gosipol si compusi de gadoliniu cu scopul de
a fi utilizati ca sisteme cu cedare prelungita si/sau cu proprietati teranostice. Studii viitoare
sunt necesare pentru a imbunatati si mai mult sistemele testate. Pentru inceput, un nou
sistem hibrid lipozomal si silicatic, poate fi luat in considerare, pentru a obtine astfel
beneficiile lipozomilor de a incarca cantitati mari de gosipol si ale particulelor gadolino-

silicatice de a avea stabilitate si proprietdti relaxometrice imbunatatite.
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