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INTRODUCERE

Nanoparticulele de aur (nanoAu) sunt utilizate in sistemele de livrare a medicamentelor,
avand toxicitate scazutd si stabilitate ridicatd. Biodisponibilitatea nanoAu, determinatd de
interactiunile lor cu lipidele si proteinele intdlnite in traseul lor catre celulele tinta, este foarte
importanta pentru utilizarile lor terapeutice.

Interactiunea nanoparticulelor de aur, cu membranele biologice, cum ar fi membranele
celulare din cele doua linii celulare de cancer cervical (cancer de col uterin): HeLa si CaSKki,
si doua linii celulare umane de cancer de san, MDA-MB-231 si MCF-7, precum si celulele
stem tumorale (izolate din glioblastom), o linie celulara GMI, si o linie celulara normala
(sandatoasa) derivatd dintr-un folicul dentar, DF, reprezintd obiectul acestui studiu.

Aceste nanoparticule de aur pot fi acoperite cu diverse medicamente, cum ar fi
doxorubicina si/sau cu biomolecule, de exemplu, resveratrol, R, piperind, P, icariina, Ic, sau
curcuminda, CCM, cu activitate terapeutica potentiala si pot penetra prin membrana lipidica si
bariera hematoencefalica, BBB, sugerand capacitatea lor de a ajunge la tintd in interiorul
celulelor. Majoritatea efectelor, nanoAu acoperite cu biomolecule cationice, cum ar fi
nanoAu@doxorubicind (nanoAu@D) la pH specific, sunt mai eficiente decat nanoAu
individuale, efect datorat sarcinilor lor mai pozitive. In aceasti situatie, poate avea loc o
depolarizare a membranei celulare, care va deschide canalele de calciu, iar calciu va ajunge la
mitocondrii §i va provoca stres oxidativ, ucigand in cele din urma in special celulele canceroase.
Un alt efect ar putea fi penetrarea In nucleul celular si uciderea celulelor canceroase prin
apoptoza.

O alta directie de cercetare ar putea fi legata de mecanismul de ,,blebbing”, care este
responsabil de desprinderea membranei celulare de citoplasma si de facilitarea formarii
blebilor, urmata de distrugerea celulelor canceroase. NanoAu sunt biocompatibile si nu
afecteaza celulele normale.

In viitor, sunt necesare studii suplimentare pe animale, pentru a evalua daca
interactiunea nanoAu functionalizate cu medicamente si biomolecule naturale, ca adjuvanti,
distruge celulele canceroase si in acelasi timp sunt sigure pentru celula/organism si daca acestea
pot penetra in siguranta membranele naturale, fiind reprezentative pentru aplicatiile clinice.

In primul capitol al acestei teze de doctorat se face o prezentare cuprinzitoare a ciilor
moleculare implicate in interactiunile dintre curcumind si metabolitii sai, precum si in
homeostazia vasculara a creierului. Curcumina, antioxidant insolubil, fiind printre cele mai
studiate biomolecule datorita proprietatilor sale antiinflamatorii si antioxidante care i1 confera
actiune biologica asupra sistemului nervos central si beneficii pentru sdndtatea umana, este
evidentiata in aceasta sinteza, punandu-se accent pe impactul sdu asupra conditiilor patologice
(bolile neurodegenerative, schizofrenia si angiopatia cerebrald) si metabolism, explorandu-se
aspectele celulare si moleculare. In plus, sunt evidentiate limitirile date de biodisponibilitatea
scazuta a acestei biomolecule si sunt discutate studiile in curs de desfagurare pentru a se depasi
aceste piedici pentru valorificarea intregului potential terapeutic in tulburarile neurologice.

Cu toate acestea, provocarile persista in utilizarea eficientd a curcuminei, atunci cand se
ia in considerare metabolismul si trecerea prin bariera hematoencefalica (BHE) in terapiile
bolilor cerebrovasculare. Dezvoltarea unor formulari inteligente pentru sporirea
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stabilitdtii curcuminei, precum si capacitatea sa de a traversa BHE, sporindu-i astfel eficacitatea
in tratarea bolilor cerebrovasculare.

Capitolul doi dezbate functionalizarea nanoparticulelor de aur, nanoAu, cu
doxorubicind, D, un medicament anticancerigen, atat 1n absenta, cat si in prezenta
biomoleculelor naturale adjuvante, precum piperina, P, resveratrol, R, complex resveratrol-
piperind, RP, si icariind, Ic (I), care sunt molecule terapeutice cu activitate anticancer si
antiinflamatoare demonstratd, formand dispersii coloidale bine stabilizate. Sinteza verde a
nanoAu, pe care se incarca auto-ansambluri ale diferitelor biomolecule selectate, adsorbite pe
suprafata lor ca invelis (core-shell assemblies), a fost confirmatd prin observarea rezonantei
plasmonilor de suprafati la aproximativ 538 nm. In plus, nanoparticulele de aur stabilizate cu
resveratrol, GNP-R, sunt functionalizate cu biomolecule selectate: D, P, R, RP si Ic, in diferite
concentratii, rezultind nanoparticule compozite D/P/R/RP/Ic@nanoAu-R cu diferite
compozitii. O altd serie de dispersii coloidale stabilizate este generatd ca nanoAu-R1, unde
nanoAu-R initiale sunt centrifugate si spalate si apoi dispersate in solutii apoase si
functionalizate in continuare cu respectivele biomolecule selectate. Acest studiu demonstreaza
functionalizarea nanoparticulelor de aur, ca nanoparticule compozite de inalta stabilitate, in
prezenta solutiei saline tampon fosfat, PBS, asa cum este confirmata de spectrele UV-Viz ale
dispersiilor lor apoase coloidale.

Capitolul trei face o evaluare a activitatii anticancerigene a nanoAu_C functionalizate,
folosind testul MTT pe patru linii celulare umane: liniile celulare de cancer de sain, MDA-MB-
231 si MCF-7, celulele stem tumorale (izolate din glioblastom), o linie celularda GM1 si o linie
celulard normala (sandtoasd) derivata dintr-un folicul dentar, DF. NanoAu_C functionalizate cu
R, P sau Ic au prezentat o activitate anticancerigend comparabild cu nanoAu_C functionalizat
cu doxorubicind pentru concentratii scdzute de aur si compusi naturali, reducdnd astfel efectele
secundare ale medicamentului anticancerigen. Compusii naturali, cum ar fi trans-resveratrolul,
R, piperina, P, si icariina, Ic, au proprietati antioxidante si antiinflamatorii, precum si o
potentiald activitate anticancerigend. Nanoparticulele de aur, nanoAu, sunt biocompatibile si
pot fi utilizate ca transportori pentru livrarea biomoleculelor, imbunatatindu-le performanta
chiar si la 0 doza mica. Scopul prezentului studiu a fost sinteza nanoAu cu citrat de sodiu, notate
nanoAu_C (sau nanoAu-C), si Tmbundtatirea stabilitatii si activitatii lor anticancerigene prin
functionalizarea cu R, P, Ic, asparagina, A, si doxorubicind, D, ca medicament standard.
NanoAu-urile obtinute ca nuclee, incarcand biomoleculele selectate, adsorbite pe suprafata lor
ca invelisuri, au fost caracterizate prin diverse metode: spectroscopie UV-Viz, XRD, AFM,
TEM si analiza dimensiunii particulelor. Aceste rezultate remarcabile necesitd examinari
suplimentare folosind diverse linii celulare si modele animale, pentru aplicatii clinice.

Capitolul patru exploreaza un sistem inovator de nanotransportori cu nanoparticule de
aur (nanoAu), ca nucleu interior, care are ca scop incarcarea unui medicament, doxorubicina
(D), individuald sau insotitd de agenti naturali, cum ar fi trans-resveratrolul (R), piperina (P)
si/sau icariina (Ic), imbundtatind efectul terapeutic al doxorubicinei asupra cancerului de col
uterin, de exemplu asupra liniilor celulare HeLa si CaSki. NanoAu multifunctionalizat, incéarcat
cu D, R, P, Ic (nanoAu@D/R/P/Ic), a fost preparat si caracterizat prin banda de absorbtie UV-
Viz (rezonantd plasmonica de suprafatd: SPR), TEM, XRD, potentialul zeta si AFM.
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Proprietatile lor de toxicitate au fost evaluate pe doua linii celulare de cancer cervical, HeLa si
CaSki, folosind testul MTT si imagini microscopice in contrast de faza. Nanoparticulele de
nanoAu mono-functionalizate (de exemplu, nanoAu@D, nanoAu@R, nanoAu@P,
nanoAu@]Ic), si cele bi-functionalizate (de exemplu, nanoAu@D/R), tri-functionalizate (de
exemplu, nanoAu@D/R/P), sau multi-functionalizate nanoAu@D/R/P/Ic au fost preparate cu
succes si caracterizate prin banda de absorbtie UV-Viz, TEM, HR-TEM, AFM si potentialul
zeta. Evaluarea in vitro a ardtat cd nanoAu@D/R/P/Ic obtinut a prezentat o stabilitate
imbunatatitd si o eficacitate anticancerigend ridicatd. Nanoparticulele pentru livrarea
medicamentelor au fost realizate prin strategii combinate, precum s$i prin nanoAu
multifunctionalizat, deschizdnd o noud perspectiva pentru proiectarea viitoarelor terapii
combinate impotriva tumorilor. Strategia propusa de livrare sinergicd a medicamentelor si
tratamentul chimic al celulelor canceroase alese au Tmbunatatit citotoxicitatea si eficacitatea
doxorubicinei asupra celulelor canceroase cervicale, oferind avantaje fata de tratamentul
monoterapeutic cu doxorubicind sau cu resveratrol, sau cu ceilalti compusi naturali selectati.

Capitolul cinci prezintd o analizd cuprinzitoare a cercetdrilor actuale privind
nanoparticulele de aur (nanoAu), incluzand sinteza, caracterizarea si aplicatiile lor in terapia
cancerului. NanoAu-urile sunt sintetizate prin diverse metode chimice si biologice, fiecare
contribuind la aplicatii diverse. Citotoxicitatea joaca un rol critic in determinarea utilitatii lor
practice, cu consideratii distincte in functie de context: in aplicatiile medicale, este esentiald o
biocompatibilitate ridicatd cu celulele normale vii, in timp ce In tintirea patogenilor si a
celulelor canceroase este de dorit inducerea apoptozei. Astfel, optimizarea concentratiei de
nanoAu-uri pentru fiecare aplicatie specificd este de o importantd capitala. Sunt evidentiate
tehnicile de caracterizare pentru nanoAu-uri, functionalizarea lor folosind biomolecule si
aplicatiile lor ulterioare in terapia cancerului, subliniind potentialul lor de a aduce un progres
in strategiile terapeutice.

Capitolul sase face o evaluare a sintezelor nanoparticulelor de aur (nanoAu) si
nanoparticulelor de argint (nanoAg) cu accent pe controlul dimensiunii, formei si stabilitatii
nanoparticulelor (NP). Au fost identificati diversi agenti reducdtori si de limitare ai NP din sfera
chimiei si biologiei impreuna cu rolul lor in sinteza si proprietatile NP controlate. Aceste NP au
fost caracterizate cu o varietate de metode pentru a determina activitatile nanoparticulelor si
aplicatiile lor in viata reala. in plus, sunt prezentati transportorii acestor NP investigatii in vitro
si in vivo si modele de interactiuni la scard nanometricd. Aceastd sintezd abordeaza, de
asemenea, in mod sistematic aplicatiile biomedicale ale nanoAu si nanaoAg tindnd cont de
provocdrile si perspectivele actuale in acest domeniu de cercetare.



CAPITOLUL 1. SINTEZA ASPECTELOR ACTUALE ALE EFECTELOR
DATORATE CURCUMINEI iN BOLILE NEURODEGENERATIVE,
NEUROINFLAMATORII SI CEREBROVASCULARE

Curcumina este printre cele mai bine studiate substante naturale, cunoscutd pentru
actiunile sale biologice asupra sistemului nervos central, proprietatilor sale antioxidante si
antiinflamatorii, precum si beneficiilor sale in sdndtatea umand. Cu toate acestea, provocarile
persistd 1n utilizarea eficientd a curcuminei, atunci cand se ia in considerare metabolismul si
trecerea prin bariera hematoencefalica (BHE). Acest Capitol 1 oferda o prezentare originald a
nivelului actual de cunoastere legat de terapiile pe baza de curcumind (Figura 1), subliniind
potentialul lor complementar la medicina conventionala.
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Figura 1. Curcumina in formele sale keto si enol, si structura tetrahidrocurcuminei (TC).

Actiunile multiple ale curcuminei o fac un candidat terapeutic promitator, de exemplu
subliniazd necesitatea unor formuldri avansate, cum ar fi nanoparticulele sau curcumina
liposomala, pentru a permite o aplicare clinica eficienta. Astfel de aplicatii clinice eficiente
sunt prezentate in Tabelul 1.



Tabelul 1. Efectele neuroprotectoare ale curcuminei in bolile neurodegenerative prezentate in
termeni de mecanisme, impacturi specifice bolii si rezultate benefice

Mecanism/Efect

Efecte fiziologice

Anti-inflamator

Inhibarea citokinelor proinflamatoare
TNF-a, IL-1B) si NF-kB

Reduce neuroinflamatia
cronica

Indeparteaza radicalii liberi, greste

Protejeaza neuronii de stresul

Antioxidant glutationul, SOR si activitatea L
. oxidativ
catalazica
Inhibarea . )
. Blocheaza formarea si agregarea . )
agregarii .. o Atenueaza patologia AD
b . placilor amilodice
amiloidului
. Mentine integritatea membranei ) ) .
Protectie . 8 Previne deficitul energetic si
. s mitocondirale, reduce stresul i A -
mitocondriala L semnalizarea 1n apoptoza
oxidativ
Leaga metale precum fierul si cuprul,
Chelatarea & N p . P Cy
reducand daunele oxidative induse Scade stresul oxidativ
metalelor
de metale
Creste procesele de autofagie, :
. .. . . Previne acumularea agregatelor
Autofagie promovand indepartarea proteinelor .
toxice
afectate
Stimularea ) . Sustine plasticitatea sinaptica
) Creste exprimarea factorului {BDNF} . P o P y
neurogenezei si supravietuirea neuronala
Inhibarea ) . ) . .
] Scade exprimarea caspasei-3 Previne pierderea de neuroni
apoptozei

Exista doua perspective principale privind actiunile curcuminei: biodisponibilitatea sa
si efectele pleiotropice mentionate in acest capitol (reglarea a factorilor pro-apoptotici precum
caspaza-3, inhibarea citokinelor pro-inflamatorii (cum ar fi TNF-a, IL-1) si a semnalizarii NF-
kB, cresterea expresiei factorului neurotrofic (BDNF) si reducerea neurotoxicitatii induse de

metale grele.




CAPITOLUL 2. NANOPARTICULE DE AUR FUNCTIONALIZATE CU
BIOCOMPUSI ANTICANCER

Accentul acestei lucrari se pune pe functionalizarea nanoparticulelor de aur, nanoAu, cu
doxorubicind, D, un medicament anticancerigen, atat 1n absenta, cat si in prezenta
biomoleculelor naturale adjuvante, precum piperina, P, resveratrol, R, complex resveratrol-
piperind, RP, si icariind, Ic, care sunt molecule terapeutice cu activitate anticancer si
antiinflamatoare demonstrata, formand dispersii coloidale bine stabilizate. Sinteza verde a
nanoAu, ca miezuri, pe care se incarca auto-ansambluri ale diferitelor biomolecule selectate,
adsorbite pe suprafata lor ca invelis (core-shell assemblies), a fost confirmatd prin observarea
rezonantei plasmonilor de suprafati la aproximativ 538 nm. In plus, nanoparticulele de aur
stabilizate cu resveratrol, nanoAu-R, sunt functionalizate cu biomolecule selectate: D, P, R, RP
si Ic, in diferite concentratii, rezultand nanoparticule compozite D/P/R/RP/Ic@nanoAu-R cu
diferite compozitii. O alta serie de dispersii coloidale stabilizate este generatd ca nanoAu-R1,
unde nanoAu-R initiale sunt centrifugate si spdlate si apoi dispersate 1n solutii apoase si
functionalizate Tn continuare cu respectivele biomolecule selectate.

A fost urmata procedura descrisa de Mohanty si colab. [29], dar pentru concentratia de
HAuCly indicata de autori (4 mM) nu am obtinut o solutie de aur coloidal. Culoarea amestecului
de reactie a devenit rapid rosie si dupa 30 de minute a fost observat un peak de absorbtie la 551
nm; dar apoi a rezultat o suspensie tulbure de culoare brun-gélbuie; in consecinta, a fost utilizata
o solutie de HAuCls mai diluati (10 M) [27]. Culoarea amestecului de reactie s-a schimbat
rapid in rosu, semnificAnd formarea de nanoparticule de aur, nanoAu, cu suprafata lor acoperita
de molecule de resveratrol, notate nanoAu-R, iar absorbanta maxima creste in prima ora.
Maximul de absorbtie este observat la aproximativ 538 nm. Aceasta solutie coloidala nanoAu-
R a fost stabild mai mult de un an.

absorbance, a.u.
absorbance, a.u.
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(]
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Figura 1. Evolutia in timp a spectrului UV-Viz pentru un amestec de HAuCl4 4 mM si resveratrol, in
solutie de NaOH (pH 12) la temperatura camerei (a); solutie de HAuCls 1 mM si resveratrol (b); spectrul
UV-Viz al unei solutii de nanoAu-R1 dupa 1 an (d).
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Cel mai puternic efect asupra benzii de absorbtie se manifesta pentru solutia de piperina
(P) si pentru complexul resveratrol-piperina (RP), ambele initial in solutii de PBS. Spectrele
UV-Viz ale amestecurilor formate din solutie coloidald nanoAu-R1 si diverse solutii de
resveratrol (R), doxorubicina (D), piperina (P) si complex resveratrol-piperina (RP), la diferite
rapoarte de volum, sunt prezentate in Figura 7.

— GNP_R1

— GNP_R1+R 21
GNP_R1+D 2:1

—— GNP _R1+R+D 2:1:1
GNP_R1+RP 2:1

— GNP _R1+P 21
GNP_R1+RP+D 2:1:1

— GNP _R1+PBS 2:1

absorbance, a.u.

04 T T T T T T T T T |. '_._;_.-—-m_
200 300 400 500 600 700 800 900

wavelength, nm

Figura 7. Spectru UV-Viz al dipersiei apoase de nanoAu-R1 (Au 179 mg/L); al nanocompozitului
R@nanoAu-R1 obtinut din nanoAu-R1 si R, cu solutie R (30 mg/L) in PBS, la raportul 2:1 v/v; al
nanocompozitului D@nanoAu-R1 din nanoAu-R1 cu solutie apoasa D (42 mg/L), in raport 2:1 v/v; al
nanocompozitului D/R@nanoAu-R1 din nanoAu-R1 cu solutie R (30 mg/L) in PBS si D, with solutie
apoasd D (42 mg/L), in raport 2:1:1 v/v/v; al dispersiei de RP@nanoAu-R1, din nanoAu-R1 si solutie
RP (50 mg/L) in PBS, in raport 2:1 v/v; al nanocompozitului P@nanoAu-R1 din nanoAu-R1 cu solutie
P (40 mg/L) in PBS la raport de volum v/v 2:1; al nanocompozitului D/RP@nanoAu-R1 din nanoAu-
R1 amestecat cu solutie RP (50 mg/L) in PBS si solutie apoasa D (42 mg/L), in raport de volume v/v/v
2:1:1; si al dispersiei apoase nanoAu-R1 (Au 179 mg/L) cu soutie de PBS in raport de volume v/v 2:1;
toate impreund 1n dispersiile finale, date in insertia din Figura 7.

Un obiectiv major al acestui studiu a fost optimizarea functionalizarii nanoAu pentru a
fi benefica in realizarea unui aranjament multifunctional al componentelor multi-terapeutice,
in cadrul invelisului adsorbit de pe suprafata nanoparticulelor, menit sa atingd o stabilitate
ridicata in diferite dispersii apoase, inclusiv culturi celulare.
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CAPITOLUL 3. EFECTUL NANOPARTICULELOR DE AUR SINTETIZATE
CU CITRAT DE SODIU SI FUNCTIONALIZATE CU COMPUSI NATURALI CU
ACTIUNE ANTICANCERIGENA ASUPRA UNOR LINII CELULARE
CANCEROASE

Scopul prezentului studiu a fost sinteza nanoAu cu citrat de sodiu, notate nanoAu C
(sau nanoAu-C), si imbunatitirea stabilitdtii si activitdtii lor anticancerigene prin
functionalizarea cu R, P, Ic, asparagind, A, si doxorubicina, D, ca medicamente standard.
NanoAu-urile obtinute ca nuclee, incdrcand biomolecule selectate, adsorbite pe suprafata lor ca
invelisuri, au fost caracterizate prin diverse metode: spectroscopie UV-Viz, XRD, AFM, TEM
si analiza dimensiunii particulelor.

1 ' l —
10 5 20 25 X ¥ W0 45

diameter, nm

Figura 2. Imagine TEM pentru nanoparticulele nanoAu_C sintetizate; bara este de 200 nm (A) si
histograma distributiei dimensiunii pentru nanoAu_C (B). Imagine TEM pentru nanoAu functionalizate,
utilizate In compozitia probei (3) nanoAu-C 3,9 pg/mL, P 0,67 pg/mL in Fig. 7 si in proba (2) din Fig.
8, este prezentatd In C; iar imaginea TEM pentru compozitia probei (4) nanoAu-C/A 3,9 pg/mL, D
0,21pg/mL utilizata in Fig. 7 si ca proba (3) in Fig. 8, este prezentatd in D; bara este de 100 nm (C si
D).

Activitatea anticancerigena a nanoAu_C functionalizate a fost evaluatd folosind testul
MTT pe patru linii celulare umane: liniile celulare de cancer de san, MDA-MB-231 si MCF-7,
celulele stem tumorale (izolate din glioblastom), o linie celulara GM1 si o linie celulard normala
(sanatoasa) derivata dintr-un folicul dentar, DF.
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Figura 7. Viabilitatea celulara (celule viabile in % din Control (Ctrl), din testul MTT): Control (celule
netratate); 1) GNP-C; 2) GNP-C, R; 3) GNP-C, P; 4) GNP-C/A, D; 5) GNP-C, Ic la concentratii diferite
pe liniile celulare MDA231 and MCF-7.

NanoAu_C functionalizate cu R, P sau Ic au prezentat o activitate anticancerigend

comparabild cu nanoAu_C functionalizat cu doxorubicina pentru concentratii scdzute de aur si
compusi naturali, reducand astfel efectele secundare ale medicamentului anticancerigen.
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Figura 8. Viabilitatea celulara (celule viabile in % din Control, din testul MTT): Control (Ctrl); 1) GNP-
C; 2) GNP-C/ P; 3) GNP-C/A/ D; 4) GNP-C/ Ic la diferite concentratii pe liniile celulare DF si GM1.

Eficacitatea citotoxicitatii joaca un rol crucial in determinarea utilitatii lor practice in
aplicatii medicale, avand de asemenea o biocompatibilitate ridicata cu celulele normale vii, in
timp ce vizeaza celulele canceroase prin inducerea apoptozei. Acest studiu evidentiaza tehnicile
de caracterizare pentru nanoAu, functionalizarea lor folosind biomolecule si aplicatiile lor
potentiale in terapia cancerului, subliniind potentialul lor in avansarea strategiilor terapeutice.
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CAPITOLUL 4. STABILITATEA iMBUNATATITA A NANOPARTICULELOR DE
AUR MULTIFUNCTIONALIZATE CU EFICACITATE POTENTIALA
ANTICANCERIGENA ASUPRA CELULELOR CANCEROASE UMANE

Nanoparticulele pentru livrarea medicamentelor au fost realizate prin strategii
combinate, precum si prin nanoAu multifunctionalizat, deschizand o noua perspectiva pentru
proiectarea viitoarelor terapii combinate impotriva tumorilor. Strategia propusa de livrare
sinergica a medicamentelor si tratamentul chimic al celulelor canceroase alese au imbunatatit
citotoxicitatea si eficacitatea doxorubicinei asupra celulelor canceroase cervicale, oferind
avantaje fata de tratamentul monoterapeutic cu doxorubicind sau cu resveratrol, sau cu ceilalti
compusi naturali selectati.

NanoAu multifunctionalizat, incarcat cu D, R, P, Ic (nanoAu@D/R/P/I¢), a fost preparat
si caracterizat prin banda de absorbtie UV-Viz (rezonantd plasmonica de suprafata: SPR), TEM,
XRD, potentialul zeta si AFM. Proprietatile lor de toxicitate au fost evaluate pe doua linii
celulare de cancer cervical, HeLa si CaSki, folosind testul MTT si imagini microscopice in
contrast de faza.
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Figura 3. Modele de difractie cu raze X pentru nanoparticulele sintetizate nanoAu R (nanoAu-R)
(panoul A) si nanoparticulele nanoAu_R1 (nanoAu-R1) (dupa centrifugare si spalare, panoul B); [00-
0000] modele experimentale, curbe albastre; PDF: [89-3697] barele verticale rosii indica pozitiile
liniilor de difractie pentru domeniile cristaline ordonate de Au; radiatia XRD cu lungimea de unda, A, a
razelor X Cu-Ka este de 1.541874 A. Valorile 20(°) corespund planurilor de difractie ale cristalitelor de
aur si confirma formarea gi prezenta acestora. 0 este unghiul Bragg.

Obiectivul acestui studiu este de a explora un sistem inovator de nanotransportori cu
nanoparticule de aur (nanoAu), ca nucleu interior, care are ca scop incarcarea unui medicament,
doxorubicina (D), individuala sau insotita de agenti naturali, cum ar fi trans-resveratrolul (R),
piperina (P) si/sau icariina (Ic), imbunatitind efectul terapeutic al doxorubicinei asupra
cancerului de col uterin, de exemplu asupra liniilor celulare HeLa si CaSki.

Viabilitatea celulara (celule viabile in % din Control, din testul MTT) versus compozitie
pentru celulele HeLa la 24 si 48 de ore este prezentatd in Figura 8, iar pentru linia celulard
CaSki in figura 9. In ambele cazuri observandu-se o scidere drasticd a viabilititii celulare
comparativ cu celulele de control netratate, cu pronuntarea efectului dupa 48 de ore.
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Figura 8. Control (Ctrl); 1-D; 2-R, D; 3-P, D; 4-R, P, D; 5-Ic, D; 6-GNP_R1, D 2; 7-GNP_R1, R, D; 8-
GNP_RI1, P, D; 9-GNP_RI1, Ic, D; 10-GNP_R1, R, P, Ic, D la concentratii diferite.
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Figura 9. Control (Ctrl); 1-D; 2-R, D; 3-P, D; 4- R, P, D; 5-Ic, D; 6-GNP_R1, D; 7-GNP_R1, R, D; 8-
GNP _R1, P, D; 9-GNP_RI, Ic, D; 10-GNP_RI1, R, P, Ic, D la concentratii diferite.
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CAPITOLUL 5. NANOPARTICULE DE AUR: DE LA SINTEZA LA
FUNCTIONALIZARE SI APLICATII BIOMEDICALE

Nanoparticulele cu dimensiuni cuprinse intre 1 si 100 nm sunt utilizate in principal n
scopuri clinice si comerciale datoritd suprafetei lor extinse si proprietdtilor fizico-chimice,
mecanice $i electrice unice [1,2]. Nanotehnologia, stiinta care se concentreazd pe procesele la
scard moleculara, std la baza acestor progrese [3-9]. A integrat rapid discipline precum fizica si
ingineria [3], biomedicina [4-8], stiintele farmaceutice [7,8] si nanomedicina [9,10], cu aplicatii
in biologia moleculard, biofizica si bioingineria [9]. In plus, domeniul nanotoxicologiei
examineaza relatiile dintre proprietatile fizico-chimice ale nanoparticulelor si profilurile lor
toxicologice [3,8,10]. Printre nanoparticule, nanoparticulele de aur (nanoAu) sunt deosebit de
semnificative in biomedicina datoritd proprietatilor lor optice si electronice distinctive [1-
3,8,11,12].

De-a lungul anilor, cercetatorii au rafinat si imbunatatit metodele de sintezd a nanoAu-
urilor, cu trei abordari clasice atribuite lui Turkevich, Brust si Martin [34-36]. Metoda
Turkevich, introdusd in 1951, foloseste citrat de trisodiu pentru a reduce ionii de aur (Au*") la
atomi de aur (Au®), obtinand nanoparticule sferice. In plus fata de metodele chimice, in ultimii
ani s-au inregistrat tehnici de sinteza biologice care implica bacterii, plante, biomolecule, alge
si ciuperci. Aceste metode oferd avantaje economice si de mediu [37-44].

Avand in vedere incidenta cancerului ca o provocare majora pentru sanatate in acest
secol, aceasta sectiune se concentreaza pe proprietatile anticancerigene ale nanoparticulelor de
aur. nanoAu pot fi functionalizate cu diverse biomolecule pentru a le imbunatati proprietatile,
doxorubicina, piperina, resveratrolul si icariina fiind exemple notabile.
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Figura 3. Functionalizarea nanoAu cu resveratrol, doxorubicind, piperind si icariind

Toate membranele celulare sunt compuse din lipide, de obicei dispuse intr-o structura in
bistratificatd. O caracteristica definitorie a acestor lipide este natura lor amfipatica, constand
dintr-o coada hidrofoba si un grup cap hidrofilic [86]. Membranele celulare joacd un rol crucial
in mentinerea integritatii celulei, oferind atat protectie, cat si facilitdnd functiile esentiale ale
celulei [87]. Interfata dintre interiorul celular si stratul lipidic exterior serveste ca un loc dinamic
unde lipidele si proteinele interactioneaza pentru a conduce diverse procese biochimice [88].
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Membranele model servesc ca reprezentari simplificate in vitro ale membranelor
biologice, oferind avantajul semnificativ de a oferi perspective calitative asupra proprietatilor
fizico-chimice ale lipidelor. Astfel, ele sunt instrumente utile in cercetare [95-98]. Aceste
membrane sunt fabricate de obicei pe suporturi solide si pot fi monostraturi sau bistraturi [99-
102]. De obicei, sunt bistraturi, dar pot exista si sub forma de straturi veziculare suspendate sau
depuse. Tipuri suplimentare includ bistraturi lipidice cu polimeri amortizati, bistraturi hibride
s bistraturi lipidice legate [93—103].

In terapia cancerului, nanoparticulele de aur s-au aritat promititoare ca purtitori pentru
medicamentele anticancerigene, cum ar fi curcumina, un antioxidant fenolic natural. Studiile
au demonstrat cd nanoAu imbundtitesc -citotoxicitatea curcumei impotriva celulelor
canceroase, protejand in acelasi timp celulele sdnatoase [134]. Aceasta dubla functionalitate
subliniaza versatilitatea si potentialul nanoparticulelor de aur in aplicatiile terapeutice.

In prezent, nanoparticulele metalice reprezinta un domeniu semnificativ de interes, cu
cercetdri extinse menite sa le transpuna de la aplicatii experimentale la aplicatii practice. Avand
in vedere aceasta traiectorie, se asteaptd ca nanoparticulele sa obtina o si mai mare importanta
in nanostiinta si in viata de zi cu zi in viitorul apropiat.
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CAPITOLUL 6. NANOPARTICULE DE ARGINT SI AUR: PROVOCARI SI
PERSPECTIVE

Trebuie mentionat cd atat nanoparticulele de argint (nanoAg), cét si nanoparticulele de
aur (nanoAu) prezintd un interes deosebit pentru stiintd, nanotehnologie si aplicatii medicale.
In general, din punct de vedere clinic, utilizarea nanoparticulelor se datoreaza suprafetei lor
mari de contact si proprietatilor fizico-chimice, precum si potentialuiui toxic al acestora pentru
organismul uman. NanoAg-urile pot fi aplicate ca agent antifungic impotriva tulpinilor de
Candida si Xanthomonas [254-256] si, de asemenea, in combinatie cu agenti antifungici, cum
ar fi amfotericina B [205]. Un alt domeniu de aplicabilitate al nanoparticulelor de argint este n
tratamentul infectiilor si al cancerului (Figura 4).
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Figura 4. Aplicatiile nanoparticulelor de argint
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CAPITOLUL 7. CONCLUZII GENERALE

Aceastd Teza de doctorat face o prezentare comprehensiva a efectului exercitat de
nanoparticulele de aur si argint functionalizate cu diferiti compusi activi, reprezentati de
medicamente anticancerigene sau de produsi naturali de origine vegetala asupra celulelor
tumorale.

Principalele concluzii care se pot trage in urma acestui demers stiintific sunt
urmatoarele:

1. Dozele mari de curcumind provoaca actiuni cerebrovasculare, care duc la
prezenta metabolitilor sai principali care au capacitatea de a traversa bariera hematoencefalica.
In nanomedicini se utilizeaza si doze mici de curcumini, administrandu-se formulari avansate
de tipul nanoparticulelor, transportatorilor pe baza de polimeri sau liposomilor cu scopul de a-
1 Tmbunatati biodisponibilitatea, stabilitatea si livrarea fintitd catre creier. Studiile prezinta
curcumina avand capacitatea de a ameliora stresul oxidativ si inflamatia din accidentul vascular
cerebral. Un alt efect important este cel protector vascular in diabet (de tip 1 si de tip 2), efect
legat de risc mai mare de neurodegenerare din cauza efectului inhibitor al hiperglicemiei asupra
degradarii proteasomale. Curcumina faciliteaza raspunsul imun adaptativ optim prin scaderea
metaloproteinazei matriceale 9, activarea microgliei Ibal, cresterea expresiei Nrf2 si reduce
ischemia. Aceste actiuni sugereaza un rol probabil al curcuminei in gestionarea complementara
a bolilor Alzheimer, AD, Parkinson, PD, si microangiopatiei, indiferent de concentratiile de
glucoza din sange.

2. Solutiile coloidale nanoAu-R si nanoAu-R1 obtinute prin sinteza verde prin
reducere cu resveratrol, au fost utilizate impreund cu doxorubicina, piperind, resveratrol,
complex resveratrol-piperind si icariind, in sinteza unor compozite multifunctionale nanoAu-
medicament anticancer, de exemplu, D/P/R/RP/Ic@nanoAu_R. Aceste compozite avansate, au
fost realizate prin auto-asamblarea biomoleculelor pe suprafata nanoparticulelor de aur, deja
stabilizate cu un strat de acoperire de resveratrol (din sinteza). NanoAu particulele au o mare
capacitate de a fi usor functionalizate cu biomolecule, asa cum s-a determinat din rezonanta
plasmonilor de suprafatd, SPR. NanoAu multifunctionale construite ofera solutii coloidale de
stabilitate ridicata in PBS in diferite conditii, ceea ce le face utile pentru investigarea biologica
in diferite culturi celulare, ca instrumente pentru aplicatii farmaceutice si medicale.

3. Optimizarea functionalizarii nanoAu si a concentratiei lor pentru Incarcarea
diferitelor biomolecule la locul lor de actiune este de o importanta deosebita si specifica fiecarui
tip de linie celulard canceroasa umand. Eficacitatea citotoxicitatii joacd un rol crucial in
determinarea utilitatii lor practice in aplicatii medicale, avand de asemenea o biocompatibilitate
ridicata cu celulele normale vii, in timp ce vizeaza celulele canceroase prin inducerea apoptozei.
Au fost evidentiate tehnicile de caracterizare pentru nanoAu, functionalizarea lor folosind
biomolecule si aplicatiile lor potentiale in terapia cancerului, subliniind potentialul lor in
avansarea strategiilor terapeutice.

4. Nanoparticulele utilizate pentru livrarea medicamentelor au fost realizate printr-
o strategie combinatoriala, precum si prin nanoAu multifunctionalizat. Biocompusii utilizati ca
adjuvanti, resveratrolul, piperina si icariina, adaugati la compozitia nanoAu, au avut efecte
similare de inducere a citotoxicitatii asupra liniilor celulare canceroase cervicale, HeLa si
CaSki, semnificativ crescute n prezenta doxorubicinei. NanoAu R1@D/Ic (nanoAu@D/Ic)
sau nanoAu_R1@]lc (nanoAu@]Ic) functionalizate au indus efecte mai intense comparativ cu
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resveratrolul si piperina, in special pe linia celulard HeLa. Nanoparticulele de Au mono-
functionalizate (de exemplu, nanoAu@D sau nanoAu R1@D, nanoAu R1@R,
nanoAu_R1@P, nanoAu R1@]Ic), si cele bi-functionalizate (de exemplu, nanoAu_R1@D/R),
tri-functionalizate  (de  exemplu, nanoAu R1@D/R/P), sau multi-functionalizate
nanoAu_R1@D/R/P/Ic au fost preparate cu succes si caracterizate prin tehnici ca UV-Viz,
TEM, HR-TEM, AFM si potentialul zeta.

5. Strategia propusa de livrare sinergicd a medicamentelor si tratamentul chimic al
celulelor canceroase au Tmbunatétit citotoxicitatea si eficacitatea doxorubicinei asupra celulelor
canceroase de col uterin, oferind avantaje fatd de tratamentul cu doxorubicind sau cu
resveratrol, sau cu alti compusi naturali individuali. Potentarea activitatii anticancerigene a
doxorubicinei prin interactiunea cu nanoparticulele de aur si biomoleculele naturale,
resveratrol, piperina si icariind poate avea aplicatii clinice.

6. Odata cu integrarea recenta a nanoAu in preparatele si dispozitivele medicale, a
fost necesara clarificarea modului in care aceste nanoparticule interactioneaza cu membranele
celulare, atat in sisteme model, cat si in vivo. Nanoparticulele metalice reprezinta un domeniu
semnificativ de interes, cu cercetari extinse menite s le transpuna de la aplicatii experimentale
la aplicatii practice. Avand in vedere aceasta traiectorie, se asteaptd ca nanoparticulele sa obtind
0 si mai mare importanta In nanostiinta si in viata de zi cu zi 1n viitorul apropiat.

7. Este necesard o caracterizare amadnuntitd a nanoparticulelor pentru a le
determina morfologia, dimensiunea, forma, distributia si gruparile functionale, deoarece
acestea le determind activitatea si potentialele aplicatii. Functionalizarea nanoparticulelor cu
diferite biomolecule precum antibiotice, anestezice, compusi anticancerigen, acizi grasi,
aminoacizi si proteine asigurd activitatile lor biologice impotriva agentilor patogeni si a
cancerului.

In cercetarile viitoare, nanoAu multifunctionale vor fi utilizate si dezvoltate in
continuare 1n studiul interactiunii lor cu celulele canceroase si cu sigurantd vor fi adaptate noi
formulari pentru a obtine combinatii terapeutice optimizate si, astfel, facandu-le apte sd sustina
aplicatii medicale. Mai mult, interactiunea dintre moleculele adsorbite pe nanoAu ar putea duce
la auto-ansamblari foarte ordonate, care ar putea fi de asemenea menfinute in interiorul
celulelor, modificand mecanismul de actiune a doxorubicinei in celulele canceroase cu
rezistenta la medicamentele anticancer.
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CAPITOLUL 8. ACTIVITATEA DE CERCETARE STIINTIFICA

Activitatea de cercetare stiintifica se concretizeaza in sapte (7) lucrari stiintifice publicate,
dintre care patru (4) sunt cotate ISI, cu total impact factor: 9,5; si trei (3) lucrari publicate in
Annals. Series on Biological Sciences, Academia Oamenilor de Stiintd din Romania (AOSR);
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2. LISTA PARTICIPARE CONFERINTE STIINTIFICE

Rezultatele stiintifice din Teza de Doctorat ,,Interactiunea nanoparticulelor cu membrane

biologice” au fost diseminate prin sapte (7) prezentari orale la Conferintele Nationale de la
Academia Oamenilor de Stiintd din Romania §i o prezentare de tip poster la Conferinta
Internationald ,,Processes in Isotopes and Molecules”, PIM.

1.

3.
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cooperdrii internationale”, 23-24 mai 2025, Bucuresti:
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