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INTRODUCERE

Au trecut practic 60 de ani de cand, intr-o celebra conferintd prezentata la American
Physical Society (29 Decembrie, 1959), intitulata sugestiv “There’s Plenty of Room at the Bottom*,
Laureatul Premiului Nobel pentru fizica (1965) si unul dintre cei mai mari fizicieni ai lumii, Richrad
Phillips Feyneman lansa conceptul de nanostiinta, reprezentind sinteza de noi materiale prin
manipularea directi a atomilor. Incepea astfel o noui era in obtinerea materialelor, impunandu-se si
termenul de nanotehnologie, respectiv manipularea materiei la nivel atomic, molecular si
supramolecular. Prefixul nano se impune in toate domeniile stiintei, tehnologiei si chiar al vietii
cotidiene, astfel incat implementarea incepand din anul 1990 a termenului de nanomedicind a
aparut cat se poate de firesc. El defineste, in esentd, aplicarea nanotehnologiei in medicind, scopul
fiind acela de a monitoriza, ameliora si repara sistemul biologic uman actionand la nivel molecular
prin utilizarea de nanostructuri si nanosisteme. Ultimele trei decenii indeosebi cunosc o dezvoltare
exponentiala a nanomedicinei, consecintd si a unor realizari remarcabile in domeniul
biomaterialelor, indeosebi a sistemelor de eliberare sustinutd/controlatd a medicamentelor. S-a
deschis perspectiva inlocuirii terapiei medicamentoase clasice cu administrare sistemica mai ales, in
doze repetate, cu sisteme de eliberare controlata, de duratd si mai ales tintitd a medicamentului,
avantajele fiind numeroase. Dezvoltarea unor astfel de sisteme a mers mand in mana si cu
prepararea unor purtatori de medicamente, indeosebi de naturd polimerd, si in cadrul acestora
indeosebi pe baza de polizaharide si protine, dar nu numai. Formularea unor astfel de sisteme s-a
diversificat, incluzand geluri, hidrogeluri, micro- si nanoparticule, implanturi, inserturi, micele s.a,
multe dintre acestea ajungand in stadiul de producere la nivel industrial. Aceasta a permis si
diversificarea gamei de bioaplicatii, astfel incat in prezent orice afectiune a organismului uman
poate fi, cel putin in principiu, tratatd cu sisteme polimer/medicament, chiar dacd pentru moment nu
multe dintre aceste sisteme au trecut de stadiul de testare clinica.

In acest context se inscrie si prezenta tezi de doctorat care are ca scop realizarea de doua
tipuri de suporturi polimere si in final sisteme de eliberare controlatd a unor medicamente, si anume
a unui nou hidrogel cu potentiale aplicatii in domeniul medicinei stomatologice care constituie
specialitatea autorului, respectiv nanocapsule purtatoare de medicamente antitumorale, cu potentiale
aplicatii In tratarea cancerului de piele.

Lucrarea este structurata in doua parti, prima fiind rezultatul unui studiu bibliografic ce trece
in revistd, desigur succint, problematica sistemelor polimere cu eliberare controlatd a
medicamentelor, iar cea de a doua constituind-o partea cu rezultatele originale, obtinute in urma
cercetarilor proprii.

Asadar, Capitolul 1 (practic, studiul bibliografic) discutd probleme privind definitia
sistemelor de eliberare controlata cu purtdtor polimeric, clasificarea acestora, tipurile de polimeri
utilizabili pentru realizarea lor, aspecte cinetice privind eliberarea medicamentelor din aceste sisteme
cu trecerea in revistd a diferitelor modele dezvoltate in timp, aspecte privind obtinerea, caracterizarea
si aplicatiile medicale (in domeniu stomatologic, respectiv in terapia cancerului) ale doua tipuri de
formuldri, respectiv hidrogeluri si nanoparticule (nanocapsule), care fac obiectul cercetarilor
originale din cadrul tezei.

Cu Capitolul 2 debuteaza partea a doua a lucrarii, respectiv cercetarea intreprinsa. Sunt
prezentate aici materialele, metodele de lucru, tehnicile de caracterizare, apartura si echipamentele de
lucru utilizate.

Capitolul 3 prezinta noul hidrogel obtinut, care prezinta caracter de noutate, structura si
proprietatile sale, capacitatea sa de a include si elibera controlat principiul biologic activ, modelarea

7



matematica a cineticii procesului de eliberare, precum si aplicarea sa in vivo pe animale de
experientd, cu evidentierea efectelor produse.

In Capitolul 4 sunt prezentate rezultatele privind obtinerea unor nanocapsule inovative
incarcate cu un antitumoral, functionalizate cu un ligand si capabile astfel de tinti celulele tumorale
specifice carcinomului bazal. Nanocapsulele sunt caracterizate fizico-chimic, structural, morfologic,
din punct de vedere al calitatilor de biomaterial (cototoxicitate, hemocompatibilitate, capacitate in
vitro de se fixa indeosebi la celule tumorale, capacitate de a incapsula si a elibera treptat 5-
fluorouracilul, medicament antitumoral selectat pentru studiu.

In final, capitolul 5 in economia tezei, prezinti obtinerea si caracterizarea unor formulari
topice de tip gel, pe baza de nanocapsule functionalizate, incarcate cu S-fluorouracil, destinate
tratarii cancerului de piele. Formularile sunt caracterizate reologic proband o buna capacitate de
etalare pe piele, din punct de vedere al citotoxicitatii si potentialului iritativ, al capacitatii de a
actiona asupra celulelor tumorale, si este evaluatad apoptoza acestora la contactul cu sistemul
polimer-medicament.

Lucrarea prezinta concluzii la sfarsitul fiecarui capitol, se incheie cu un capitol Concluzii
generale, urmat de lista bibliografica si de lista cu modul de valorificare a rezultatelor cercetarii.

Teza de doctorat se intinde pe un numar de 162 pagini, cuprinde 68 figuri, 12 tabele, 6
scheme,22 relatii/ecuatii de calcul, 236 de trimiteri bibliografice.

In rezumat sunt prezentate selectiv o serie de rezultate raportate pentru fiecare dintre cele trei
capitole ale partii originale, pastrindu-se numerotarea paragrafelor, figurilor, tabelelor, schemelor,
relatiilor si ecuatiilor de calcul, respectiv a bibliografiei, ca in teza de doctorat

OBIECTIVELE CERCETARI|I

Obiectivul principal al tezei de doctorat I-a constituit realizarea a doud noi sisteme
polimer/medicament cu potentiale aplicatii biomedicale, si anume in domeniul medicinei dentare,
respectiv in tratarea unei forme de cancer al pielii — carcinomul bazo-celular (BCC).

Indeplinirea obiectivului principal a presupus rezolvarea unor obiective specifice dupa cum
urmeaza.

Sinteza unui nou hidrogel destinat includerii de anestezice locale cu efect rapid si eliberare
la locul afectiunii, utilizate in tratamente stomatologice specifice precum si realizarea sistemului
polimer-medicament pe aceasta baza.

Obtinerea unui nou tip de nanocapsule polimerice functionalizate destinate includerii,
transportului si eliberarii ,,la tintd” a unui medicament antitumoral, cu potentiald aplicatie in tratarea
cancerului de piele.

Obtinerea sistemului polimer-medicament pe baza nanocapsulelor anterior sintetizate,
incarcarea acestora cu S-fluorouracil ca model de medicament antitumoral si caracterizarea
sistemului din punct de vedere al caracteristiclor de biomaterial si al capacitatii de a tinti celulele
tumorale (BCC).

Realizarea unor formulari de tip gel pe baza nanocapsulelor incarcate cu 5-fluorouracil, cu
aplicare dermica pentru tratarea topica a cancerului de tip BCC.



CAPITOLUL 3

Sinteza si caracterizarea unor hidrogeluri pe baza de poli(acetat de vinil-alt-anhidrida
maleicd) si chitosan purtitoare de bupivacaina cu aplicatii in medicina dentara

Acest capitol aduce in atentie un nou tip de hidrogeluri polimerice incarcate cu un anestezic
(Bupivacind) care pot fi utilizate in stomatologie pentru eliberarea controlatd si rapida a
medicamentului in momentul In care suportul polimeric intrd in contact direct cu mucoasa gingivala.

Originalitatea abordarii noastre constd in folosirea unui polimer sintetic, si anume poli
[(anhidrida maleicd) -alt- (acetat de vinil)]-poli (AVAM) care nu a mai fost utilizat pAnd acum
pentru obtinerea de hidrogeluri, precum si a combinatiei acestuia cu un polimer natural (chitosan)
pentru a obtine un material nou cu comportament de hidrogel.

O reprezentare schematica a conceptului prezentului studiu este prezentata in Figura 22.

cs Poli (AVAM)
NAAANAANA A oA Ao

-~ { m=. I

& o

Condensare prih amidare

Y

+ . Bupjyacaina (anestezic)

Hi&rogeluri incarcate .-
cu Bupivacaina Aplicarea gingivala a
hidrogelului cu anestezic
Figura 22. llustratie schematica a hidrogelurilor incarcate cu Bupivacaind, cu actiune in anestezia
locala
Mucoadezivitatea este o proprietate importanta a sistemelor polimer-medicament, asigurand
medicamentului si la reducerea efectelor secundare.

Metoda de preparare a hidrogelurilor s-a bazat pe un proces de condensare folosind amidarea.
Aceastd metoda are avantajul de formare rapidd a unei retele, la temperatura ambiantd si la
presiunea atmosfericd, fard a utiliza agenti de reticulare suplimentari, frecvent toxici si dificil de
indepartat. Reactia a avut loc prin deschiderea ciclurilor de anhidrida ale copolimerului, care sunt
foarte reactive la temperatura ambianta, sub actiunea gruparilor NH; ale chitosanului, in cele din
urmd formand o membranad polimerica subtire. Aceasta are o structurd reticulatd, puntile dintre
lanturile polimerice apartinand celor doi parteneri fiind asigurate de legaturile amidice nou formate.
Tabelul 2. Program experimental si codificare a hidrogelului din care s-au preparat probele

CS-A-B-1 2/1 0.325 1:5
CS-A-B-2 1.33/1 0.217 1:5
CS-A-B-3 1/1 0.15 1:5




Pentru obtinerea hidrogelurilor s-a urmarit un program experimental (Tabelul 2) in care s-a
variat raportul molar dintre cei doi polimeri.

3.1. Caracterizarea structurala
Structurile polimerilor de pornire dar si a hidrogelului CS-A-B-1 au fost caracterizate

utilizand spectroscopia FTIR (Figura 23). Spectrul chitosanului (CS) prezinta benzile caracteristice
gruparilor carbonil (C=0) la 1651 cm™ si gruparilor amino libere (-NH,) la 1588 cm™.

Spectrul poli (AVAM) prezintd benzi de absorbtie la 1782 si 1861 cm ' care corespund
vibratiei de intindere a C=0 din gruparea anhidridica.

Spectrul hidrogelului CS-AB-1 prezinta o banda de absorbtie la aproximativ 1656 cm~
corespunzator legaturii carbonilice din gruparile amidice nou formate prin reactia copolimerului cu
CS. Peak-ul de la aproximativ 1726 cm ' corespunde vibratiei de intindere @ —C=0 din grupdrile
carboxilice.

Aparitia acestui peak combinat cu disparitia peak-ului corespunzator gruparii anhidridice de
la aproximativ 17061732 cm™ ' din poli (AVAM) evidentiazi faptul ci toate grupirile de anhidrida

au reactionat.
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Figura 23. Spectrul FTIR pentru hidrogelurile CS-A-B-1, CS, si poli(AVAM

3.2. Morfologia hidrogelurilor
Morfologia hidrogelurilor pentru probele CS-A-B-1 si CS-A-B-2 a fost investigata prin

microscopie electronica de baleiaj (SEM) (Figurile 24 si 25). Microscopia de suprafata a filmelor de
hidrogel releva formatiuni fibrilare atribuite polizaharidei. Microscopia n sectiune releva o structura
macroporoasa cu pori eliptici, de dimensiuni neuniforme. aparent nedeterminate de compozitia
hidrogelurilor. Lungimea axei mari a porilor variaza intre 200 si 600 pm.
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Figura 25. Microscopia electronica de baleiaj pentru proba de hidrogel CS-A-B-2: a) in suprafata;
b) in sectiune
3.3 Comportamentul hidrogelurilor la umflare in solutie apoasi

S-a investigat comportamentul la umflare al hidrogelurilor obtinute in mediu usor alcalin
(pH 7,4) pentru a le evalua potentialul de a fi utilizati ca purtatori de medicamente in aplicatii
stomatologice, cunoscut fiind faptul ca pH-ul salivei se plaseaza in domeniul slab bazic..

Umflarea hidrogelurilor este cauzata de patrunderea apei prin difuzie n interiorul porilor
hidrogelului pana cand acestia sunt umpluti, urmata de umflarea membranei polimerice prin
patrunderea apei in ochiurile retelei de hidrogel. Asa cum am mentionat anterior, dimensiunea
porilor nu este determinata, practic, de compozitia hidrogelului, deci nu poate influenta capacitatea
de umflare, aceasta fiind influentata de doi factori: densitatea de reticulare a retelei (gradul de
reticulare) si prezenta unor grupari functionale capabile sa determine repulsiile electrostatice intre
lanturi, mai mult sau mai putin intense in functie de proportia lor. Gradul de reticulare creste, in
principiu, cu cantitatea de poli(AVAM), care este capabil sa formeze un numar crescut de punti
amidice intre cei doi polimeri. In consecinti, o crestere a raportului poli(AVAM)/CS trebuie sa duci
la o scadere a gradului de umflare, consecinta a cresterii gradului de reticulare. Cu toate acestea, un
exces de poli(AVAM) (o parte care contribuie la amidarea gruparilor NH, ale CS, iar restul
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hidrolizadnd pentru a forma grupari carboxilice) face posibild, in mediul usor alcalin, aparitia de
grupe carboxilat, care sunt responsabile de efectele de repulsie electrostatica, ce duc astfel la
cresterea dimensiunii ochiurilor retelei, patrunderea unor cantitati mai mari de apa si in final la o
crestere a gradului de umflare.

Prin urmare, cresterea cantitatii de poli(AVAM) are doua efecte opuse asupra gradului de
umflare, dar efectul predominant este formarea unui numar mare de grupari carboxilat avand ca
rezultat o crestere a gradului de umflare. Aceste consideratii teoretice sunt sustinute de rezultatele
prezentate n Figura 26.
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Figura 26. Curbele cinetice de umflare ale hidrogelurilor in conditii alcaline (pH = 7,4)

Rezultatele obtinute aratd ca gradul de umflare a hidrogelurilor a fost situat intre 110 si
155%, scazand odata cu scaderea cantitatii de poli (AVAM) fatda de chitosan. Se poate observa ca
toate probele prezinta 0 umflare rapida, care este cauzata de patrunderea brusca a apei in membrana
polimericd, precum si in interiorul porilor hidrogelului, urmata de 0 umflare mai lentd pana la
aproximativ 30 min, dupa care se ajunge la echilibru. Rezultatele obtinute conduc la concluzia ca
repulsiile electrostatice sunt importante, deci, Tn determinarea comportamentului de umflare,
hidrogelurile obtinute putand fi incadrate in categoria celor pH-sensibile.

3.4 Profilul de eliberare a bupivacainei

Rezultatele studiilor privind eliberarea de bupivacaina din hidrogeluri in solutie de tampon
fosfat (pH = 7,4) sunt prezentate in Figura 27, eficacitatea procesului variind intre 80% si 84%. Este
evident ca raportul molar dintre cei doi polimeri are un rol important in eliberarea bupivacainei din
hidrogeluri deoarece determina gradul de umflare si, in cele din urma, transportul medicamentului
prin matricea polimerica, printr-un proces difuzional. In primele 15 minute a aparut o eliberare
rapidd a medicamentului din hidrogeluri, un fenomen cunoscut sub numele de efect de ,,explozie”.
Dupa acest interval de timp, s-a observat o eliberare lentd si atingerea starii de echilibru dupa
aproximativ 60 min.

Este important de retinut cd scopul acestui studiu a fost acela de a obtine un sistem capabil sa
elibereze medicamentul in primele 15 minute dupd aplicare, asigurand astfel anestezie rapida si
cresterea compliantei pacientului, rezultatele raportate demonstrand ca el a fost atins.
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Figura 27. Cinetica de eliberare in vitro a bupivacainei din hidrogeluri in solutie de tampon
fosfat (pH 7,4)
Se mai constata ca eficienta de eliberare a medicamentului anestezic creste odata cu cresterea
raportului poli (AVAM)/CS, in concordanta cu modul de variatie a gradului de umflare.

3.5 Analiza teoretica a procesului de eliberare a medicamentului
Urmarind literatura de specialitate, neliniaritatea sistemului initial So si rata de evolutie de la
o stare instabila si dezordonata (si invers) au fost determinate si sunt prezentate in Tabelul 3.
Tabelul 3. Parametrii neliniaritatii

Sp 0.0183 0.0167 0.0159
a 6.290 4.078 3.757
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Figura 28. Dependenta 3D a eficientei eliberarii medicamentului (a) si a contururilor de
intersectie fata de cinetica de eliberare experimentala (b-d)
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Putem observa ca, desi esantioanele au neliniaritate initiald comparabild, adicd o structura
initiald comparabild, rata de evolutie catre stéri instabile este de doud ori mai mare pentru proba CS-
A-B-1 comparativ cu CS-A-B-3, aproape egala cu raportul molar (NH2/AVAM) pentru aceste doua
probe. Ca o confirmare a acestei teorii, in Figura 28 sunt ilustrate cele mai bune fitari de date
experimentale cu contururile de intersectie ale graficului teoretic tridimensional al modelului.

3.6 Analize de viabilitate celulara

Interactiunea hidrogelurilor cu tesuturile corpului este cruciala in intelegerea efectelor
potentiale ale unui material strdin asupra corpului, iar viabilitatea celulard este una dintre cele mai
frecvente analize pentru evaluarea citotoxicitdtii biomaterialelor. Prin urmare, este de dorit ca un
sistem sd nu aiba efecte adverse asupra mediului celular si tesuturilor din apropiere. Pe baza
rezultatelor obtinute anterior, doud probe de hidrogel incarcate cu bupivacaina (CS-AB-1 si CS-A-
B-2) au fost selectate pentru a verifica citotoxicitatea, rezultatele obtinute fiind prezentate in Figura
29. Dupa cum se poate vedea, celulele fibroblaste tratate cu hidrogeluri prezintd o viabilitate buna
(84% si 86%) care demonstreaza clar ca ambele tipuri de hidrogeluri nu au efecte citotoxice.
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Figura 29. Viabilitatea celulelor fibroblaste tratate cu hidrogeluri de tip
CS-A-B-1 si CS-A-B-2

3.7 Studii in vivo ale hidrogelurilor incéarcate cu bupivacaina

Sensibilitatea la durere a fost testata la toate animalele de experienta utilizate in acest studiu
prin pensarea mucoasei gingivale cu o pensa cu dinti la 10, 15, 20 si 30 min dupa administrarea
anesteziei locale luand in considerare urmatoarele variabile: schimbari de comportament, retragerea
imediati a capului si tendinta de masticatie. In aceste studii in vivo, s-a utilizat pentru analiza proba
de hidrogel CS-A-B-1 si s-au obtinut rezultatele prezentate in Tabelul 4.

In acelasi timp, pentru grupurile B si C au fost analizate macroscopic modificirile la locul
injectiei cu bupivacaind (grupul B) si a zonei gingivale a hidrogelului incércat cu bupivacaina
(grupul C).

n grupul B s-a observat congestie locald si edem al mucoasei gingivale in jurul locului de
injectare cu bupivacaini. In grupul C, in zonele cu hidrogel incarcat cu bupivacaini, nu s-au
observat schimbadri locale.
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Tabelul 4. Efectul anestezic dupa nicio aplicare anestezica gingivala (grup de control;
grupul A) si dupa tratamentul cu: injectie cu bupivacaina (5 mg/ml, flacon de 4 ml; grupul B);
aplicarea gingivald a hidrogelului incarcat cu bupivacaina (20 mg bupivacaina/95 mg hidrogel;

grupul C)
10 15 20 30
Sensibilitate normala la Sensibilitate Sensibilitate Sensibilitate normala
durere normala la durere normala la la durere
durere
Fara reactie dureroasa Fara reactie Fara reactie Reactie usoara la
(anestezie instalata) dureroasa dureroasa durere prin ciupire cu
(anestezie (anestezie o pensa cu dinti
instalatd) instalata)
Sensibilitate usoara, cu o Fara reactie Fara reactie Reactie usoara la
reactie redusa la tendinta dureroasa dureroasa durere prin ciupire cu
de mestecare (anestezie (anestezie o pensa cu dinti
instalatd) instalata)

Concluziile referitoare la acest studiu sunt sumarizate in capitolul Concluzii generale din
finalul rezumatului.

CAPITOLUL 4
Sinteza si caracterizarea unor nanocapsule pe baza de poli(N-vinil pirolidona-alt-anhidrida
itaconica) si carboximetil chitosanul functionalizat cu aptamer incéircate cu 5-Fluorouracil

Nanotehnologia constituie o cale de a imbunatati biodistributia medicamentelor (indeosebi
hidrofobe) in piele dar si in alte organe, prin modificarea permeabilitdtii/penetrabilitatii sale prin
stratul cornos. Utilizarea nanoparticulelor (Nps) a devenit o practica destul de des intalnita, dar
aceastd cale de administrare mai ales in bolile de piele este inca insuficient exploatata. Prin acest
nou tip de terapie sunt tintite genele, proteinele, tesuturile ce contribuie la dezvoltarea tumorii si este
considerabil limitata dispersarea celulelor canceroase, reducandu-se riscul de distrugere a celor
sandtoase.

Capitolul de fata se inscrie pe aceastd directie de cercetare propunindu-si realizarea de noi
nanocapsule capabile de a include, transporta la tinta si elibera sustinut/controlat medicamente
antitumorale specifice tratarii cancerului. O prezentare schematica incepand cu etapa de preparare a
nanocapsulelor functionalizate, tintirea de catre acestea a celulelor tumorale ca urmare a
recunoasterii de cdtre receptorii celulari (nucleolina) a ligandului cu care au fost functionalizate
nanocapsulele (aptamer), internalizarea nanocapsulelor in citoplasma celulelor tumorale unde
elibereaza treptat medicamentul antitumoral, este ilustratd in Figura 30.

Abordarea originala pe care o propunem are mai multe avcantaje comparativ cu
administrarea sistemica clasica a medicamentului antitumoral: (i) realizeaza tintirea in mod specific
a celulelor tumorale; (ii) creste eficienta tratamentului prin eliberarea de medicamente antitumorale
direct la locul afectiunii; (iii) elibereaza sustinut si constant medicamentul pe o perioadd mai mare
de timp; (iiii)evitd in mare masurd patrunderea medicamentului in celulele sanatoase, si deci
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Figura 30. llustrarea schematica a realizarii nanocapsulelor functionalizate cu aptamer si
incarcate cu 5-Fluorouracil, cu actiune tintita la nivelul celulelor tumorale
Nanocapsulele au fost obtinute printr-un proces de condensare interfaciala, prinj introducerea
in picdturi a unui copolimer alternant al N-vinil pirolidonei cu anhidrida itaconica — poli(NVPAI),
intr-o solutie apoasa sla acida a unui amestec de chitosan carboxilat si chitosan functionalizat cu
aptamer (ligand recunoscut de nucleolind, receptor din membrana celulelor tumorale), compusi ce
au fost mai intai sintetizati si caracterizati. Ne vom referi in cele ce urmeaza doar la prezentarea
rezultatelor referitoare la nanocapsulele obtinute, conform mprogramului experimental prezentat in
tabelul 6.
Tabelul 6. Programul experimental de obtinere a nanocapsulelor si codificarea probelor sintetizate

Raportul molar Amestec chitosan (%) Faza
(moli NH, : Chitosan Span | Tween .
Cod libere di Poli(NVPAI) . . 80 80 organica /
probe Iere din (%) carpoxﬂgt Chitosan Faza apoasa
chitosan/moli functionalizat (%) (%) (%) (VIV)
NVPAI) cu aptamer (%)
NC-1 1/3 0 100
NC-2 1/2.5 0 100
NC-3 1/2 0 100
NCA-1 1/3 2 5 95 2 2 L2
NCA-2 1/2.5 4 96
NCA-3 1/2 3 97

4.2.2. Caracterizarea nanocapsulelor pe baza de chitosan functionalizat cu aptamer
4.2.2.1. Spectroscopia FTIR

Spectroscopia FTIR (Figura 36) probeaza producerea reactiei dintre gruparile anhidridice si
grupdrile aminice ale chitosanului prin formarea noilor grupari de tip amida. Desigur, nanocapsulele
continand si CCA sunt decorate la suprafata cu aptamer. Nanocapsulele functionalizate cu aptamer
prezinti o banda de absorbtie la 1494 cm™ atribuita legaturii ~NH- din grupa amidica. Peak-ul de la
1651 cm™ corespunde legiturii carbonilice din grupele amidice nou formate prin reactia
copolimerului cu CCA. Banda de absorbtie de la 1719 cm™ corespunde vibratiei de intindere a - C =
O din gruparile carboxilice. Mai mult decat atat, aparitia acestui peak releva faptul ca toate gruparile
anhidridice au participat la reactia de condensare.
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Figura 36. Spectrul FT-IR pentru poli(NVPALI), chitosan, NC-1, NCA-/ si NCA-2
Peak-ul de la 1226 cm™ (din spectrul NCA-1) si cel de la 1223 cm™ (din spectrul NCA-2)
sunt atribuite legaturii P = O fapt ce evidentiaza prezenta aptamerului in membrana nanocapsulei.

4.2.2.2. Determinarea compozitiei elementale
Figurile 37, 38, 39, 40 prezinta spectrele EDAX pentru aptamer, CC, CCA cét si
nanocapsulele pe baza de CCA

El t Wt % At %
Nitrogen 20.60706 23.19188
Carbon 18.96563 24.89108
Phosphorus 10.56845 5.378648
Sodium 8.621062 5.911284
Oxygen 412348 40.62711
Matrix Correction ZAF

e

& F e IS0 - o
lew field: 4524 pm  WD: 1€.60 mm | | " ' T
SEN HV: 20.00 kv Del: BSE Deioctor 100 ym ° Kev

Figura 37. Spectul EDAX pentru aptamer

17



114 -

91
68 -
Element Wt% A%
KCnt CK 47.29 55.80
NK 06.25 06.32
P OK 34.31 30.39
NaK 12.15 07.49
o Matrix Correction ZAF
a
23
0 - T T T T T T T T T T
050 1.00 150 200 250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 550 6.00
Energy - keV
Figura 38. Spectul EDAX pentru CC
~ e
4T
23.4
18.7-
Elemenss W% A%
CK 5083 57.96
14.0 NK 0959 0937
oK 3647 3122
KCnt NaK 0105 00.63
PX 0110 0049

Cak 00.96 00.33

94 Marix_ Comection ZAF

4.7 —

P

L X
f / 00 -
HV det 050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00 650 7.00 7.50 8.00
20.00 kY| LFD Enorgy - keV!

13.9
1.1 E—
Element W% At%
CK 65.96 7133
NK 09.04 08.38
s oK 2497 2027
PK 00.03 00.01
B [kcot Matrix Comection ZAF
56 -
28
3 I3
3 2 g P e AN 0.0 T T T T T T T T T
i WD: 18 |_|_|_|_;_|_|_|_[ VEGAW TESC 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
SEM Det: ESE Datecior 500 uym Energy - keV

Figura 40. Spectul EDAX pentru nanocapsule functionalizate cu aptamer (NCA-1)



In spectrul EDAX pentru carboximetil chitosanul functionalizat cu aptamer (CCA) s-a
observat cu exceptia carbonului, prezenta oxigenului (aproximativ 36%) si a azotului care a fost de
aproximativ 9%. De asemenea, in graficul obtinut din analiza EDAX s-a observat si prezenta
fosforului elementar (aproximativ 1,1%). in concluzie, in spectrul pentru CCA exista 11% aptamer
AS1411-NH;. Imaginile EDAX pentru esantionul NCA-1 (Figura 40) ilustreaza prezenta unor
cantitati mari de C, O si N. Prezenta fosforului in spectru care a fost de aproximativ 0,03% a
confirmat conjugarea aptamerului la nanocapsule. Rezultatele obtinute au demonstrat cd aproximativ
50% din aptamerul initial se gaseste in compozitia nanocapsulelor.

4.2.2.3. Diametrul mediu al nanocapsulelor

S-a constatat ca valorile diametrului mediu al nanocapsulelor sunt situate intre 118 si 267
nm si depind de raportul molar al celor doi polimeri, CS sau CS /CCA si poli(NVPAI) (Figura 41 si
Tabelul 7).
Tabelul 7. Diametrul mediu si valorile indicelui de polidispersitate pentru nanocapsulele preparate

NC-1 118+3.48 0.32+0.015
NC-2 190+4.67 0.32+.012
NC-3 230+5.21 0.43+0.021
NCA-1 133+3.46 0.33+0.020
NCA-2 206+4.67 0.42+0.015
NCA-3 267+3.18 0.47+0.012

De asemenea, se poate observa cd diametrul mediu al nanocapsulelor creste odata cu
cresterea raportului dintre cei doi polimeri, respectiv cu cresterea cantitatii de CS/CCA 1n solutia
initiala. Acest comportament poate fi explicat dupa cum urmeaza: cresterea cantitatii de CS/CCA va
promova reactia de condensare intre macromoleculele copolimerului cu un numdr mai mare de
grupari de aminice disponibile ducand in primul rdnd la o crestere a grosimii membranei si in al
doilea rand, la o crestere a diametrului capsulei. Diametrul nanocapsulelor functionalizate cu
aptamer este mai mare decat cel al celor nefunctionalizate, asa cum era de asteptat.

Curbele de distributie a diametrului mediu pentru toate probele de nanocapsule sunt
prezentate in Figura 41.
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Figura 41. Distributia dimensionala a nanocapsulelor
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4.2.2.4. Determinarea potentialului zeta

Potentialul zeta a fost determinat pentru a investiga stabilitatea dispersiei apoase de
nanocapsule si depinde, in principal, de natura chimica a polimerilor si pH-ul mediului utilizat, fiind
masurat prin electroforeza intr-o solutie de tampon fosfat (pH = 7, 4) pentru a simula conditiile
fiziologice, la temperatura de 25 °C. Incircarea negativa a nanocapsulelor este atribuitd anionilor
carboxilat formati pe seama grupdrilor carboxilice existente fie in chitosan/CCA, fie prin
deschiderea ciclului anhidridic al poli(NVPAI). CCA prezintd mai multe grupari carboxilice pe
lantul de baza decat chitosanul simplu, grupari ce au fost rezultate in urma reactiei de carboxilare
necesard pentru functionalizarea cu aptamer. Prin urmare, asa cum era de asteptat, s-a constatat ca
nanocapsulele de tip NC-1 prezinta o valoare mai scazuta a potentialului zeta decat a celor de tip
NCA-1 (Tabelul 8), fapt ce confirma considerentele teoretice.

Tabelul 8. Valorile potentialului zeta pentru nanocapsulele preparate

NC-1 -12.6+0.15 17.3+0.15
NC-2 -12.2+0.19 17.3+0.15
NC-3 -11.1+0.25 14.8+0.2
NCA-1 -19.2+0.12 15.5+0.23
NCA-2 -18.4+0.18 18.6+0.26
NCA-3 -17.5+0.23 15.3+0.2

4.2.2.5. Microscopia electronicd de baleiaj (SEM)

Morfologia nanocapsulelor a fost evaluata prin microscopie electronica de baleiaj obtinndu-
se informatii privind dimensiunea, forma, si gradul de aglomerare al acestora. In Figura 42 este
prezentata imaginea SEM pentru proba de nanocapsule nefunctionalizate NC-1, iar in Figura 43 este
prezentata imaginea SEM pentru proba de nanocapsule funcsionalizate NCA-1.

517 micr Facuitatea de Bio

a electronica de baleiaj pentru

Figura 42. Microséopi na
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Figura 43. Microscopia electronica de baleiaj pentru nanocapsulele NCA-1
Nanocapsulele preparate au o formd sfericd foarte bine definitd si au prezentat o
polidispersitate dimensionala relativ scazuta. Diametrul lor se situeaza intre 100 nm si 200 nm fiind
n concordanta cu rezultatele obtinute prin analiza DLS.

4.2.2.6. Capacitatea de umflare a nanocapsulelor Tn solutii apoase

O caracteristica importanta a nanocapsulelor o constituie capacitatea lor de a retine fluide
fiziologice in care sunt imersate, evaluata prin gradul de umflare (Q). Spre deosebire de particulele
pline in care umflarea este datoratd patrunderii apei in matricea polimera, in cazul nanocapsulelor
umflarea este determinatd de douad fenomene:patrunderea apei prin difuzie in interiorul capsulei
goale, pana la umplerea acesteia, respectivumflarea membranei polimere cu caracter de hidrogel.
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Figura 44. Cinetica umflarii nanocapsulelor functionalizate (NCA-1, NCA-2, NCA-3) si
nefunctonalizate (NC-1), in solutie de tampon fosfat (pH = 7,4.
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Evident, cantitatea de apa patrunsa in cavitatea capsulei depinde pe de o parte de elasticitatea
membranei, dar §i de grosimea acesteia, care vor determina viteza de difuzie.

In Figura 44 sunt prezentate rezultatele studiului cineticii de umflare a nanocapsulelor
functionalizte (NCA-1, NCA-2, NCA-3) si nefunctionalizate (NC-1), in solutie de tampon fosfat
(pH = 7.,4). Gruparile carboxilice care sunt formate prin deschiderea ciclului anhidridic sunt ionizate
in mediul slab alcalin si repulsiile electrostatice dintre anionii formati determina cresterea gradului
de umflare, care se situiaza intre1000-1680% si scade odatd cu cresterea raportului dintre
CS/CCA/poli(NVPAL), implicit cresterea cantitatii de chitosan din sistem.

Acest rezultat pare surprinzator la o prima analiza, deoarece in cazul probelor cu proportie
mare de poli(NVPAI) creste probabilitatea reactiei cu o cantitate mai mare de grupari de aminice din
chitosan. Prin urmare, gradul de reticulare ar trebui sa creasca odata cu raportul molar al gruparilor
functionale ale celor doi polimeri. In consecint, gradul de umflare ar trebui si scadd (membrana
probei NCA-1 este mai reticulatd decat a probei NCA-3). Pe de altd parte insd, odata cu cresterea
proportiei de poli(NVPAI), un numadr crescut de cicluri de anhidrida, care nu participa la reactia cu
grupdri aminice, se deschide prin reactia concomitentd de hidrolizd ducind la formarea gruparilor
carboxil. In consecintd, in mediu slab bazic, in care au fost efectuate testele de umflare, gradul de
umflare creste datorita faptului ca grupdrile carboxilice devin ionizate provocand repulsii
electrostatice intre lanturile polimerice.

Asa cum era de asteptat, nanocapsulele functionalizate aratd o valoare mai mare a gradului
de umflare decat nanocapsulele nefunctionalizate (NC-1) deoarece CCA are mai multe grupari
carboxil pe lantul de baza decat chitosanul simplu care duce la repulsia electrostatica intre gruparile
carboxilat. Toate probele analizate au prezentat o umflare rapida, care este cauzatda de patrunderea
apei prin difuzie n interiorul capsulelor goale pana la umplerea lor, urmata de umflarea mai lenta a
membranei polimerice (care are un caracter de hidrogel) pana la echilibru (in general dupa
aproximativ 3h).

4.2.2.7. Studii de incdrcare a nanocapsulelor cu 5-Fluorouracil

Nanocapsulele nefunctionalizate (NC) precum si cele functionalizate cu aptamer (NCA) au
fost evaluate din punct de vedere al eficacitatii de Tncapsulare a 5-Fluorouracilului (5-FU), valorile
acesteia fiind prezentate in Tabelul 9.

Acest tip de nanocapsule au fost elaborate in scopul de a fi utilizate Tn terapia antitumorala
(carcinomul bazocelular), si din acest motiv s-a ales ca medicament model 5-FU. Rezultatele
obtinute releva faptul ca eficienta de Tncapsulare a medicamentului scade odata cu cresterea
raportului dintre CS/CCA/poli(NVPAI), implicit cresterea cantitatii de chitosan/amestecul de
chitosan si CCA din sistemul initial de polimeri. Acest comportament este in concordanta cu gradul
de umflare al nanocapsulelor in mediu cu pH=7,4. Eficienta de incapsulare variaza intre 21% si 34%
si este mai scazuta in cazul nanocapsulelor functionalizate cu aptamer.

Tabelul 9. Eficienta de incapsulare a 5-FU in nanocapsule

NC-1 30.0+0.57 0.45+0.01
NC-3 28.0+0.88 0.42+0.01
NCA-1 22.5+0.86 0.34+0.01
NCA-2 21.0+0.57 0.31+0.01
NCA-3 21.0+1.15 0.31+0.02
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Nanocapsulele incarcate au fost analizate din punct de vedere al cineticii de eliberare a 5-
FU, in solutie de tampon fosfat (pH = 7,4). Cinetica de eliberare a 5-FU (Figura 45) a fost studiata
pentru: 5-FU simplu, amestecul fizic al 5-FU cu nanocapsulele de tip NCA-2, nanocapsulele
nefunctionalizate NC si nanocapsulele functionalizate de tip NCA, si a fost evaluata folosind celule
de difuzie Franz, cu scopul de a simula o admnistrare transdermala a medicamentului.

110
: e 5FU
100 3 o= o .¥ —m— NCA-1
00 (%= I ~a NCA-2
{| e NCA-3
-1 physical mixture
70 ] --e--NC-1
1 --—-NC-3
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Figura 45. Cinetica de eliberare in vitro pentru: 5-FU simplu, amestecul fizic al 5-FU cu nanocapsulele
NCA-2, nanocapsulele nefunctionalizate (NC-1, NC-3) si nanocapsulele functionalizate (NCA-1, NCA-2,
NCA-3) in solutie de tampon fosfat (pH = 7,4)

Concluziile rezultate in urma studiului au relevat ca pentru nanocapsule s-a inregistrat o
eliberare mai rapida (in primele 5-7 ore) comportament care se poate datora fenomenului de
desorbtie a medicamentului de la nivelul membranei capsulei, iar eficienta de eliberare a 5-FU in
mediu slab alcalin din nanocapsulele de tip NC este situata intre 42% si 55% iar din nanocapsulele
de tip NCA este situata intre 27% si 39%. Cresterea cantitatii de chitosan, dar si conjugarea
aptamerului la nanocapsule a condus la o scadere a procentului de medicament eliberat Th mediul
apos studiat.

4.2.2.9. Analiza teoreticd a eliberdirii medicamentului

Constantele Peppas-Sahlin au fost determinate prin fitarea datelor experimentale si sunt
prezentate in Tabelul 10.

Modul in care ecuatia Peppas Sahlin poate modela procesul de eliberare este ilustrat doar
pentru trei probe pentru o mai buna vizualizare, in figura 47.

- . . . A Ko . C
In ambele cazuri, valorile % sunt mai mici decat R indicand astfel o eliberare dominati de

difuzia Fickiand. Acestea scad, in valoare absolutd, cu cresterea raportului dintre cei doi polimeri,
sugerand o retea polimerica densa.

Cu toate acestea, se observa o diferentd in ce priveste difuzia pentru cele doud tipuri de
probe: pentru cele fara aptamer, difuzia depaseste relaxarea intr-o proportie covarsitoare (de 15 pana
la 30 de ori), in timp ce pentru cele cu aptamer, contributiile celor doua fenomene tind sa se
echilibreze, difuzia fiind in acest caz de trei ori mai intensa decat relaxarea.
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Figura 47. Cinetica de eliberare experimentala si curbele teoretice Peppas-Sahlin

Tabelul 10. (a) Parametrii Peppas-Sahlin pentru probele NC (b) Parametrii Peppas-Sahlin
pentru probele NCA

(a)
NC-1 15.90 -1.05 0.72 0.99
NC-2 9.36 -0.32 0.96 0.99
NC-3 7.76 -0.28 0.94 0.99
(b)

Cod proba Ko Kg m R’
NCA-1 37.64 -11.87 0.12 0.99
NCA-2 31.82 -10.97 0.14 0.99
NCA-3 30.13 -8.86 0.23 0.99

Evolutia raportului difuzie/relaxare in timpul monitorizarii eliberdrii a aratat ca contributia
difuziei in eliberarea medicamentului este mare, in special pentru probele fard aptamer, in prima
parte a eliberdrii. Spre sfarsitul monitorizarii, cele doua fenomene se echilibreaza, dar in cel mai
scurt timp relaxarea devine dominanta. Valorile medii ale fractiilor pe intregul interval sunt de

. . . . . oky Lk
aceeasi ordine de mirime ca si constantele Peppas Sahlin ° si R,

4.2.2.10. Testul de hemoliza
Testul de hemoliza este o cerintd obligatorie pentru materialele care intrd in contact cu

sangele, care pot provoca schimbarea proprietatilor sangvine, ceea ce a impus evaluarea influentei
nanocapsulelor asupra sangelui cu ajutorul unui test de hemoliza.

S-a utilizat o metoda spectrofotometrica care a fost efectuata in conformitate cu metoda lui
Parameswara Rao Vuddanda si colab. Pentru testul de hemoliza a fost selectata proba NCA-1 (cu si
fara medicament incapsulat) datorita faptului ca a prezentat o viabilitate celulara mai crescuta decat
proba NCA-1.

Rezultatele obtinute au pus in evidentd faptul ca gradul de hemoliza creste odata cu cresterea
concentratiei de nanocapsule (Figura 49), iar nanocapsulele incarcate cu medicament prezinta un
grad de hemoliza usor mai ridicat. Informatiile obtinute in urma acestui test sugereaza ca
nanocapsulele obtinute prezintd o bund compatibilitate cu mediul sangvin, care se incadreaza in
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limitele normale (< 10% comparativ cu proba control pozitiv), valorile fiind cuprinse intre 0,033-
0,49% [236].
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Figura 49. Rezultatele testului de hemoliza a nanocapsulelor functionalizate cu aptamer cu (a) si
fara medicament incapsulat (b)

4.2.2.11. Studiul in vitro al citotoxicititii nanocapsulelor functionalizate cu aptamer (cu si fara
medicament incapsulat)

Citotoxicitatea nanocapsulelor functionalizate cu aptamer a fost testatd asupra liniei de
celule fibroblaste de provenientd dermica ((HDFa). Pe baza rezultatelor obtinute si prezentate
anterior s-au ales 2 probe de nanocapsule functionalizate cu aptamer (NCA-1 si NCA-2, cu si fara
medicament incapsulat), optime din punct de vedere al dimensiunii, stabilitatii Tn solutie apoasa,
grad de umflare in solutii apoase, grad de incarcare si eliberare al 5-FU, in vederea realizarii testelor
de citotoxicitate. Procentul de viabilitate a fost determinat dupa 72ore, utilizand testul de excludere
cu albastru trypan. Dupa cum se poate observa in Figura 50, celulele fibroblaste tratate cu
nanocapsule prezintd o viabilitate excelentd. Se poate observa ca atidt nanocapsulele fara
medicament cat si cele cu medicament inclus nu prezinta efecte toxice la concentratii ridicate si nu
inhiba proliferarea. Rezultatele obtinute releva faptul ca viabilitatea celulara scade odata cu cresterea
concentratiei de nanocapsule expuse la celulele fibroblaste, si creste odata cu cresterea raportului

dintre CS si NVPALI.
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Figura 50. Viabilitatea celulelor fibroblaste tratate cu nanocapsule de tip NCA-1 si NCA-2 (cu si

fara medicament inclus)

Viabilitatea tesuturilor testate a fost in cazul probei de nanocapsule functionalizate cu
aptamer, fara medicament ncapsulat, mai mare de 50% demonstrand astfel ca proba este neiritanta.
Tn cazul probei de nanocapsule functionalizate cu aptamer si incircate cu medicament si a probei de
medicament liber s-a Tnregistrat o viabilitate mai mica de 50%, la aceeasi concentratie utilizata,
demonstrand potentialul iritativ al acestora.
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4.2.2.13. Studiul in vitro al nanocapsulelor pe celule tumorale de tip TE 354.T

Efectul citotoxic al tratamentului cu nanocapsulelor incarcate cu 5-FU asupra celulelor
tumorale TE 354 este prezentat in Figura 52. Folosirea nanocapsulelor incarcate cu 5-FU a indus
scaderea viabilitatii celulare atit dupa 24 de ore cat, mai ales, dupd 48 de ore de tratament. Dupa
cum reiese din Figura 52, la tratamentul de 24 de ore s-au inregistrat doua praguri de scadere a
viabilitatii celulare: la dozele de 25 si 50 pg/ml (24 ore) si, respectiv, dozele mari (75 si 100 pg/ml).

Tn cazul primului prag, viabilitatea celulelor a fost de 73,91% in cazul NCA1+5-FU-25 si
72,38% pentru NCA1+5-FU-50. O diminuare semnificativa a viabilitétii celulelor provenite dintr-
un carcinom bazal de piele s-a instalat la tratamentul de 48 de ore, valoarea procentuald a acestui
parametru fiind cuprinsa intre 36,25% (NCA1+5-FU-25) si 32,81% (NCA1+5-FU-100). Acest fapt
dovedeste ca, indiferent de doza nanocapsulelor, eliberarea agentului antitumoral, 5-FU, s-a realizat
pe parcursul ciclurilor celulare secundare, stiut fiind faptul ca rata de diviziune in cazul acestei linii
celulare este mai mare de 24 de ore.
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Figura 52. Efectul tratamentului de 24 si 48 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale
nanocapsulelor NCA-1, asupra viabilitatii culturilor de celule TE 354.T

Atat la tratamentul de 24 de ore cat si la cel de 48 de ore are loc o interferenta semnificativa
a acestui compus antitumoral de sinteza cu viabilitatea celulara. Dupd 24 de ore de tratament, la
concentratiile mari folosite, viabilitatea celulara este asemanatoare avand valori de 62,85% (100
pg/ml), respectiv, 61,85% (200 pg/ml).

Dupa 48 de ore de tratament, actiunea citotoxicd, care depdseste pragul de minimum de 50%
recomandat de programele de screening in vitro, apare chiar incepand de la doza minima (25 pug/ml)
de tratament, viabilitatea celulelor fiind, in raport cu martorul, de 34,15%. La concentratiile medii
acest parametru a fost de 31,53% (50 pg/ml) si 31,32% (100 pg/ml). Inhibitia maxima a viabilitatii
celulare a fost inregistrata la concentratia de 200 pg/ml a 5-FU, atingand valoarea procentuala de
26,07%, care este corespunzatoare unui efect citotoxic de 73,93%.

4.2.2.14. Capacitatea de tintire a nanocapsulelor prin schimbarea intensitditii de fluorescentd
Pentru evaluarea absorbtiei de catre celule a nanocapsulelor marcate fluorescent, culturile
celulare au fost incubate in prezenta acestor materiale timp de 8 ore, intensitatea de fluorescenta
fiind masuratd prin inregistrarea schimbarii fluorescentei in culturile celulare tratate sau nu cu
nanocapsulele marcate cu fluoresceinda pe citometrul in flux. Gradul de penetrabilitate a
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nanocapsulelor marcate la nivelul celulelor a fost de aproximativ 5% fata de celulele martor (figura
54).

Control NCA 100 + FL

%Mean+SD |%Mean+SD| p

M1| 99.01+0.16 | 94.14+1.24 | <0.05

Event count

M2| 0.99+0.16 | 5.86+1.24 |<0.05

100 10" 102 10% 104
FL1 Fluorescence
Figura 54. Histograma celulelor de control (zona rosie) si a celulelor tratate cu nanocapsule (zona
galbena) in scopul de a evalua absorbtia lor de catre celulele tumorale. Marker-ul M1— negativ
pentru fluoresceind-fard tintire; marker-ul M2— pozitiv pentru fluoresceind, nanocapsulele au fost
absorbite
Concluziile rezultate in urma acestui studiu sunt sumarizate la finalul rezumatului.

CAPITOLUL 5
Caracterizarea si testarea formularilor topice de tip gel
pe baza de nanocapsule functionalizate cu aptamer
incarcate cu 5-fluorouracil

Acest studiu a avut in vedere prapararea de noi formulari topice de tip gel cu bune proprietati
de etalare la nivelul pielii si reproductibilitate prin procese care nu compromit stabilitatea si
eficienta de eliberare a medicamentului tintit la nivelul carcinomului bazocelular. In acest context,

au fost obtinute si testate doud tipuri de geluri pe bazd de polimeri naturali si sintetici. Pentru
obtinerea gelurilor G1 si G2, s-a respectat planul experimental din Tabelul 11.

Tabelul 11. Compozitia gelurilor G1 si G2

Gelul G1 Gelul G2
Ingrediente pentru ~25 ml Cantitate Ingredlentr?]Pentru ~25 Cantitate
Alginat de Na (vascozitate 360 mg Pluronic® F-108 125
mare)
Hialuronan 40 mg Apa ultrapura 25 ml
Apa ultrapura 25 ml Alantoina 30 mg
Alantoina 30 mg Glicerol 29
CaCl, 200 pL
Glicerol 29

Formularile topice de tip gel pe baza de nanocapsule functionalizate cu aptamer, incarcate cu

5-fluorouracil au fost obtinute prin amestecarea gelurilor (G1 si respectiv G2) cu nanocapsulele
NCA-1-5FU utilizand un raport masic de 2/1.
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5.1. Caracterizarea reologica a formularilor topice de tip gel pe baza de nanocapsule
functionalizate cu aptamer incircate cu 5-fluorouracil

Proprietatile reologice ale gelului obtinut au fost studiate in functie de temperatura (la o
viteza de forfecare constanta) si in functie de viteza de forfecare (la o temperatura constanta de
37°C). Intr-o prima faza s-a determinat vascozitatea gelului G1 si a gelului G1 cu nanocapsule
(NCA-1-5FU) in intervalul de temperatura de 0-50°C.
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Figura 55. Evolutia vascozitatii in functie de temperatura pentru probele G si GI-NCA-1-5FU la
o viteza de forfecare constanta de 50 1/s

Tn Figura 55 este prezentatd evolutia vascozitatii pentru gelul G1 in functie de temperatura.
Se poate observa cd incorporarea nanocapsulelor in baza de formulare conduce la o crestere a
vascozitatii. De asemenea, se poate nota cd in cazul probei G1-NCA-1-5FU, scaderea vascozitatii
apare la o temperatura de 28°C.

Pentru gelul G2, din Figura 56, se observa ca prezenta NCA-1-5FU are doar o influenta
minord asupra valorii vascozitatii. De asemenea, cresterea temperaturii duce mai Intai la o scadere
mai accentuatd a vascozitdtii, pana la temperatura de aproximativ 32°C. Pana la 50°C, vascozitatea
ramane aproape constanta.

Din Figurile 57 si 58 se observa o diferenta neta intre valorile de vascozitate ale cele 2 tipuri
de gel. De asemenea, comportamentul lor reologic este foarte diferit. Gelul G1 prezintad o vascozitate
ridicatd (mai mare de 1000 mPa.s), chiar la o temperaturd de 37°C. Gelul incarcat cu nanocapsule
prezintd o vascozitate mai ridicata, datorata cel mai probabil structurii mai solide ale acestora. Gelul
G1 prezintd un comportament non-Newtonian care se traduce printr-o reducere a vascozitatii in
functie de viteza de forfecare pana la o valoare a acesteia de aproximativ 300 1/s. La viteze de
forfecare mai mari se observa ca vascozitatea ramane constanta, indiferent de proba.
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Figura 56. Evolutia vascozitatii \n functie de temperatura pentru probele
G2 si G2-NCA-1-5FU la o viteza de forfecare constanta de 50 1/s
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Figura 57. Evolutia vdscozitatii pentru probele Gl si GI-NCA-1-5FU in functie de viteza de
forfecare (0-1000 1/s) la o temperaturd constantd de 37°C
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Figura 58. Evolutia vascozitatii pentru probele G2 si G2-NCA-1-5FU in functie de viteza de
forfecare (0-1000 1/s) la o temperatura constanta de 37°C
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Gelul G2 (gel fizic) are o vascozitate de aproximativ 100 mPa.s. Prin cresterea vitezei de
forfecare se observd cd vascozitatea ramane constantd, ceea ce aratd cd gelul G2 are un
comportament Newtonian.

Scaderea drasticd a vscozitatii in functie de tensiunea de forfecare poate insemna un avantaj
in vederea etalarii mai usoare a acestor geluri la nivelul pielii.

5.2. Stabilirea profilului cinetic de eliberare in vitro a 5-fluorouracilului din  formulirile
obtinute.

Gradul de permeabilitate a 5-FU din formularile de tip gel prin membrana de tip Strat M in
solutie tampon fosfat (pH = 7,4) a fost monitorizat prin spectroscopie UV-VIS utilizand un
dispozitiv UV-VIS Nanodrop One. Cinetica de permeabilitate a 5-FU a fost studiata pentru 5-FU
liber si pentru formularile de tip gel pe baza de nanocapsule functionalizate cu aptamer, incarcate cu
5-fluorouracil (G1-NCA-1-5FU si G2-NCA-1-5FU) (Figura 59). Cinetica de permeabilitate a 5-FU
prin membrana artificiala Strat M a fost evaluata folosind celule de difuzie Franz. Rezultatele
obtinute au pus in evidentd faptul ca gradul de permeabilitate a medicamentului din formularile
topice de tip gel cu nanoparticule functionalizate cu aptamer prin membrana Strat-M este mai scazut
decét in cazul nanoparticulelor libere.
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Figura 59. Cinetica de permeabilitate in vitro a 5-FU din probele G1-NCA-1-5FU si G2-NCA-1-
5FU prin membrana pe tip Strat M

5.3. Testul de hemoliza

Pentru testul de hemoliza a fost utilizata o concentratie de 0,2 mg/ml pentru formularile de
tip gel (G1, G2, G1-NCAL si G2-NCA1) si 0.1 mg/ml pentru proba de nanocapsule NCAL.
Rezultatele obtinute au pus in evidentd faptul ca gradul de hemolizd creste odatd cu cresterea
timpului de incubare (Figura 60), iar nanocapsulele incarcate cu medicament prezinta un grad de
hemoliza usor mai ridicat.

Informatiile obtinute in urma acestui test sugereaza ca formularile obtinute prezinta o buna
compatibilitate cu mediul sangvin, care se incadreazd in limitele normale (< 10% comparativ cu
proba control pozitiv), valorile fiind cuprinse intre 0,03 - 0,63%.
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Figura 60. Rezultatele testului de hemoliza pentru nanocapsulele NCA-1 si formularile de tip gel
G1, G2, G1-NCA-1 si G2-NCA-1

5.4. Evaluarea potentialului iritativ indus de formulirile de tip gel

Viabilitatea celulara in tesuturile reconstruite tratate cu nanocapsule (cu si fara medicament
incarcat), formularile de tip gel G1 si G2, si formularile de tip gel cu nanocapsule incarcate cu
medicament comparativ cu medicamentul liber este prezentata in Figurile 61 si 62.

Mean tissue viability > 50% — Non Irritant (NI)
Mean tissue viability < 50% — Irritant (I)

Viability %

NCA-1 NCA-1-5FU Gl G1-NCA-1-5FU SFU

Figura 61. Evaluarea potentialului iritativ determinat de probele NCA-1, NCA-1-5FU, G1 si G-
NCA-1-5FU comparativ cu medicamentul liber

Viabilitatea tesuturilor testate a fost in cazul probelor NCA-1, G1, G2 si G1-NCA-1-5FU mai mare
de 50% demonstrand astfel ca probele sunt neiritante.
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Mean tissue viability > 50% — Non Irritant (NI)
Mean tissue viability < 50% — Irritant (I)

Viability %

NCA-1 NCA-1-5FU G2 G2-NCA-1-5FU SFU

Figura 62. Evaluarea potentialului iritativ determinat de probele NCA-1, NCA-1-5FU, G2 si G2-
NCA-1-5FU comparativ cu medicamentul liber

5.5. Evaluarea citotoxicitaitii formulirilor topice de tip gel pe baza de nanocapsule
functionalizate asupra celulelor fibroblaste de provenienta dermica

Pentru evaluarea citotoxicitatii gelurilor G1 si G2 luate in studiu s-au utilizat celule
fibroblaste adulte, aderente, de provenienta dermica (HDFa). Materialele supuse testarii au fost puse
in contact direct cu celulele fibroblaste atasate. Tipurile de materiale testate au fost: formulari topice
de tip gel - G1 (100ug/ml) si G2 (100ug/ml), formulari topice de tip gel pe baza de nanocapsule
functionalizate, incarcate cu 5-FU - G1-NCA-1-5FU si G2-NCA-1-5FU (100 pg/ml).

Probele au fost evaluate citotoxic la 48 de ore de la incubare. Procentele de viabilitate
obtinute sunt prezentate in figurile 63 si 64.

100
100

S0

60

Viabilitate celulara %

Martor Gl G1-NCA-1-3FU

Figura 63. Rezultate privind viabilitatea celulara dupa 48 de ore de incubare a celulelor fibroblaste
in prezenta probelor G1 si GI-NCA-1-5FU, (conc. 100ug/ml)
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Figura 64. Rezultate pivind viabilitatea celulara - dupa 48 de ore de incubare a celulelor
fibroblaste in prezenta probelor G2 si G2-NCA-1-5FU (conc. 100ug/ml)

Tn cazul gelurilor, testul de viabilitate celulara a evidentiat un efect citotoxic nesemnificativ
dupa tratamentul de 48 de ore, rata viabilitatii fiind 87% pentru gelul G1 si, respectiv, 82% pentru
gelul G2, la aceeasi concentratie de 100pg/ml. Cu toate acestea, gradul de tolerabilitate celulara este
crescut nedepasindu-se limita impusa de programele de referintd de screening in vitro si anume,
inhibarea proceselor celulare cu cel putin 50%.

Tratamentul cu formularile topice de tip gel si nanocapsule functionalizate cu aptamer si
incdrcate cu 5-FU (G1-NCA-1-5FU si G2-NCA-1-5FU) s-a concretizat prin diminuarea viabilitatii
celulare. Astfel, analizdnd (Figurile 63 si 64), se constata un efect citotoxic moderat dupa 48 de ore
de tratament. Prin urmare, comparativ cu martorul, viabilitatea celulelor HDFa a fost de 78% 1in
cazul probei G1-NCA-1-5FU si 75% in cazul probei G2-NCA-1-5FU.

5.6. Evaluarea citotoxicitatii formulirilor topice de tip gel pe baza de nanocapsule
functionalizate asupra celulelor tumorale TE 354.T prin metoda MTT

Studiile in vitro, pe culturi de celule tumorale, au avut ca scop investigarea gradului de
biocompatibilitate a unor noi compusi de sintezd (nanocapsule, lipozomi, geluri), ce au fost ulterior
incdrcati cu citostaticul de uz clinic 5-fluorouracil (5-FU), folosind o gama larga de doze, variind de
la 25 la 200 pg/ml, precum si evaluarea eficientei activitdtii citostatice prin eliberarea controlatd a
medicamentului, in vederea realizarii unei terapii antitumorale tintite. Durata tratamentului a fost de
24 si 48 ore, compusii testati si dozele folosite fiind redate in tabelul 12. Fiecare varianta
experimentald a fost realizata in triplicat. Tn cazul tratamentului individual de 24 de ore, atit cu
nanocapsulele NCAL1, cat si cu gelul G1 a celulelor tumorale TE 354.T, s-a evidentiat un efect
nesemnificativ asupra viabilitdtii celulare, valorile fiind cuprinse, in cazul NCA1 intre 97,75% (25
ng/ml) si de 91,35% (100 pg/ml), iar in cazul G1 intre 97,75% la doza de 50 pug/ml si 77,80% (200
png/ml), ceea ce sugereazd o bund biocompatibilitate.

Tratamentul de 24 de ore cu NCA1 incarcate cu 5-FU a determinat scaderi moderate ale
viabilitatii celulare Tntr-o manierd dependend de doza, inregistrandu-se la doza maxima (100 pg/ml)
valoarea de 61,50%. O situatie similard se observa si in cazul asocierii nanocapsulelor incarcate cu
5-FU cu G1, cand se constatd o valoare de 64,01% a viabilitétii celulare la doza maxima folosita
(200 pg/ml).
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Tratamentul cu 5-FU timp de 24 de ore a indus o diminuare nesemnificativa si graduala, in
functie de doza, a viabilitatii celulare, fiind consemnata la doza de 200 pg/ml valoarea de 61,85%,
comparabila cu cele determinate de NCA1-5FU si GINCA1-5FU, fapt care atestda o buna eliberare a
citostaticului din sistemele de vectorizare (figura 65). Totusi, nu se poate vorbi de un efect citotoxic
foarte pronuntat, intrucat nu a fost depasita limita impusa de programele de referintd de screening in
vitro si anume, inhibarea proceselor celulare cu cel putin 50% .

Tabelul 12. Codificarea produsilor testati si dozele specifice folosite pentru tratarea celulelor TE
354.T, cifra din dreapta reprezentand doza (ug/ml).

Nr.crt. Compus Nr. crt. Compus

1 G1-50 15 NCA1-5FU-75

2 G1-100 16 NCA1-5FU-100

3 G1-150 17 G1-NCA1-5FU-50
4 G1-200 18 G1-NCA1-5FU-100
5 G2-50 19 G1-NCA1-5FU-150
6 G2-100 20 G1-NCA1-5FU-200
7 G2-150 21 G2-NCA1-5FU-50
8 G2-200 22 G2-NCA1-5FU-100
9 NCA1-25 23 G2-NCA1-5FU-150
10 NCA1-50 24 G2-NCA1-5FU-200
11 NCAL-75 25 SFU-25

12 NCA1-100 26 5FU-50

13 NCA1-5FU-25 27 S5FU-100

14 NCA1-5FU-50 28 5FU-200

Diminuari semnificative ale viabilitatii celulelor provenite dintr-un carcinom bazal de piele
s-au instalat la tratamentul de 48 de ore cu NCAL-SFU si GINCA1-5FU, fiind atinse la dozele
maxime valori de 32,81% (pentru NCAL-5FU ) si de 33,90% (pentru GINCA1-5FU), dupa cum se
observa din figura 66. In cazul 5-FU, dupa 48 de ore de tratament, actiunea citotoxica apare chiar
incepand de la doza minimad (25 pg/ml) de tratament, viabilitatea celulelor fiind, in raport cu
martorul, de 34,13%, pentru ca la doza maxima folositd, de 200 pg/ml, sd atinga valoarea de
26,07%, corespunzatoare unui efect citotoxic de 73,93%, valoare care depaseste cu mult pragul de
minimum de 50% recomandat de programele de screening in vitro. De mentionat buna tolerabilitate
celulard pentru NCA1 si G1, fiind inregistate valori ale viabilitatii celulare la dozele maxime folosite
de 73,91% pentru NCAL si respectiv de 68,10% pentru G1. Se poate constata ca probele NCA1-5FU
si GINCA1-5FU exercita un impact citotoxic apropiat de cel indus de 5-FU administrat singular,
ceea ce le recomandd a fi candidati la folosirea lor ca vectori pentru transportul si eliberarea
controlatd a chimioterapicelor, contribuind astfel la imbunatatirea eficientei terapeutice
antitumorale.

Tratamentul de 24 de ore, atat cu nanocapsulele NCAL1, cat si cu gelul G2 al celulelor
tumorale TE 354.T, a evidentiat un impact neglijabil asupra viabilitatii celulare, valorile fiind
cuprinse intre 97,75% la concentratia minima folositd (25 pg/ml), si de 91,35% (100 pg/ml) in cazul
NCAL si respectiv de 95,22% la doza de 50 pg/ml st de 79,34% (200 pg/ml) in cazul G2.
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Figura 65. Efectul tratamentului de 24 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale compusului NCA1
asociat cu G/, asupra viabilitatii culturilor de celule TE 354.T.
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Figura 66. Efectul tratamentului de 48 de ore, cu diferite concentratii (ug/ml) ale nanocapsulelor
NCAI asociate cu G1, asupra viabilitatii culturilor de celule TE 354.T.

5.7. Evaluarea apoptozei folosind tehnica citometriei Tn flux

Celulele care au fost negative la iodurd de propidiu (PI) si negative la Anexina V sunt
considerate a fi sdnatoase, celulele negative la PI si pozitive cu Anexina V sunt considerate
apoptotice, iar celulele pozitive pentru PI si Anexina V sunt considerate necrotice.

Apoptoza celulara a fost investigatd dupa tratamentul de 24 si 48 de ore cu compusii testati
prin testul cu Anexina V-FITC si iodura de propidiu. Determinarea apoptozei prin utilizarea
anexinei V-FITC si a iodurii de propidiu are la baza afinitatea puternicd a anexinei V pentru
reziduurile de fosfatidilserind (in mod normal ascunse in membrana plasmaticd) de la suprafata
membranei celulare. De-a lungul instalarii procesului apoptotic, fosfatidilserina este translocata de
pe fata citoplasmaticd a membranei plasmatice la suprafata celulei. lodura de propidiu este utilizata
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pentru diferentierea celulelor moarte de cele vii, permitdnd, de asemenea, separarea dintre celulele
preapoptotice si apoptotice in combinatie cu Anexina V.

Comparativ cu martorul, tratamentul de 24 ore cu G1 si, respectiv, G2-200 a condus la
scaderea frecventei celulelor viabile (82,71%, respectiv 84,27%), mentinerea unui nivel similar al
frecventei celulelor preapoptotice si cresterea frecventei celulelor apoptotice (8,10% si 6,93%) si,
respectiv, moarte (7,15% si 7,13%). Ulterior, la 48 ore, parametrii urmariti au fost apropiati celor
inregistrati in cazul celulelor martor, insa procentul celulelor apoptotice si moarte a fost mai mare
(Figura 69).

Efectul 5-FU 1in doza de 200 pg/ml s-a concretizat printr-o reducere a viabilitatii celulare
(73,35%) si o crestere considerabild a frecventei celulelor preapoptotice (10,42%) si de mai mica
amplitudine in cazul celor moarte (7,98%) si apoptotice (6,25%).

Tratamentul cu GINCA1-5FU si respectiv  G2NCA1-5FU a determinat, la 24 ore de
tratament, mentinerea, relativ la acelasi nivel, a frecventei celulelor vii, preapoptotice, apoptotice si
moarte (Figura 69). Prelungirea tratamentului la 48 ore a determinat o scadere a viabilitatii celulare,
comparativ cu martorul (65,15 si 72,06%), un nivel similar al frecventei celulelor preapoptotice si
variatii ale celor apoptotice (6,96% si 18,71%) si moarte (24,67% si 4,38%) dependente de
compusul utilizat.

1001 o
Il % viabile

Il %preapoptotice
B 9%moarte

I %apoptotice

504

% cells

Martor G1-200 G2-200 GINCAIL+5FU 200 G2NCA2+5FU 200 5-FU 200

Figura 69. Efectul tratamentului de 24 si 48 de ore al compusilor G1, G2, GINCA1-5FU-200,
G2NCA1-5FU-200 si 5-FU asupra viabilitatii culturilor de celule TE 354.T si distributia frecventei
celulelor viabile, moarte, preapoptotice si apoptotice corespunzatoarea fiecarui lot.
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CONCLUZII GENERALE

Obiectivul principal al tezei de doctorat I-a constituit realizarca a doud noi sisteme
polimer/medicament cu potentiale aplicatii biomedicale. Au fost vizate doud tipuri de aplicatii,
formuldrile polimer/principiu biologic activ fiind orientate in functie de acestea. Astfel, formulari de
tip hidrogel/medicament au fost realizate cu scopul utilizérii in stomatologie ca anestezic local cu
efect rapid, dezideratul fiind eliberarea medicamentului la locul afectiunii, eliminarea unor efecte
secundare nedorite ale medicamentului care se pot produce la administrarea clasicid a acestuia,
cresterea compliantei pacientului, Tndeosebi in cazul copiilor. Un alt tip de formulare, respectiv
nanoparticule incarcate cu un antitumoral a vizat, eident, utilizarea sa pentru tintirea celulelor
tumorale specifice cancerului de piele, fiind completata de realizarea unor geluri cu aplicare dermica
pentru tratarea topica a acestui tip de cancer.

Lucrarea debuteazd cu cercetarea bibliografica ce a permis trecerea succinta in revista a
problematicii privind, pe de o parte, sistemele polimer/medicament sub forma de hidrogeluri si pe de
alta parte sistemele nanoparticulate, precum si formuldri farmaceutice — geluri — pe baza acestora.
Studiul bibliografic intreprins a constituit baza abordarii cercetarilor experimentale, permitand
identificarea unor nise in care s-au plasat acestea si asigurand astfel originalitatea lucrarii.

Contributiile originale ale tezei se Inscriu deci pe doud coordonate, sunt structurate in 4
capitole, dintre care primul prezintd materialele utilizate, tehnicile de lucru, tehnicile de
caracterizare si testele in vitro si in vivo efectuate. Concluziile generale rezultate in urma cercetarilor
sunt formulate dupa cum urmeaza:

1. Au fost obtinute trei hidrogeluri noi utilizdnd in acest scop chitosanul si un copolimer
alternant pe baza de acetat de vinil si anhidridd maleica [poli(AVAM)] in vederea
utilizarii lor ca suport pentru includerea bupivacainei, cu scopul folosirii sistemului astfel
realizat ca anestezic local pentru atenuarea durerii asociata cu procedurile invazive
clasice si pentru evitatrea contactului direct al medicamentului cu tesuturile.

2. La baza obtinerii hidrogelului std reactia de condensare interfaciald prin amidare a
grupelor aminice din chitosan cu ciclurile anhidridice foarte reactive in conditii moderate
din copolimerul sintetic, rezultand astfel o retea de tip interpenetrat/interconectat sub
formd de membrand. Se impune precizarea ca este pentru prima data, dupad informatiile
noastre, cand se obtine un hidrogel in care este implicat copolimerul amintit.

3. Caracterizarea structurala prin spectroscopie FT-IR a probat prezenta in compozitia
hidrogelului a celor doud componente polimerice si a evidentiat formarea legaturilor
amidice intre ele, precum si aparitia unor grupdri carboxilice, consecinta a hidrolizei
partiale inevitabile a ciclurilor de anhidrida maleica.

4. Morfologia hidrogelurilor evidentiata prin microscopie electronica de baleiaj este de tip
macroporos, cu pori de forma eliptica a caror dimensiune a axei mari variaza in domeniul
200-600 pm.

5. Caracterul de hidrogel, absolut necesar pentru a permite includerea de medicamente
hidrosolubile, a fost probat de studiile cinetice de umflare in mediu slab alcalin, specific
celui al salivei din cavitatea bucala. Hidrogelul prezinta un evident caracter pH-sensibil,
determinat de gruparile carboxilice provenite prin hidroliza ciclului anhidridic, care trec
in grupdri carboxilat ce determind respingeri electrostatice concretizate in producerea
fenomenului de umflare. Gradul de umflare scade in consecinta cu reducerea cantitatii de
copolimer sintetic in compozitia hidrogelului.
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Hidrogelurile obtinute au capacitatea de a include bupivacaina — anestezic local -si de a o
elibera in timp. Foarte important pentru aplicatia vizata este faptul cd eficacitatea
eliberdrii anestezicului in mediu care simuleaza saliva poate atinge 50% dupa primele 15
minute, conform dezideratului urmarit.

Eliberarea anestezicului din hidrogel decurge printr-un mecanism de difuzie, dupa cum
era de asteptat, acesta fiind confirmat de valoarea parametrilor ecuatiei Peppas. Procesul
atinge echilibrul dupa aproximativ 40 minute, eficacitatea cliberarii plasandu-se ntre 80-
84%.

Eliberarea medicamentului din sistemul realizat decurge mai rapid din hidrogelurile cu
grad ridicat de umflare in mediul salivar, in conformitate cu datele cinetice ale procesului
de umflare.

Analiza teoretica a procesului de eliberare a confirmat inca o data validitatea modelului
fractal generalizat, justificand un model csavi-universal de eliberare a medicamentului
capabil sa ofere informatii despre evolutia sa in timp.

Hidrogelurile nu prezinta citotoxicitate, calitate probatd de testele realizate pe fibroblaste
dermice umane, efect previzibil datd fiind biocompatibilitatea polimerilor implicati n
formarea lor si lipsa unui agent de reticulare, de obicei toxic.

Testarea in vivo a unui hidrogel cu incarcarea maxima de bupivacaina pe animale de
experienta — iepuri -, a evidentiat efectul anestezic al sistemului, care s-a instalat dupa 15
minute fara efecte secundare suplimentare.

Capacitatea chitosanului de a forma retele cu caracter de hidrogel prin reactia cu cicluri
anhidridice, demonstratd in cercetarea precedent discutatd, a fost exploatatd in sensul
obtinerii unui nou tip de formulare, respectiv nanocapsule. Copolimerul sintetic utilizat
insa in acest caz a fost pe bazd de N-vinil pirolidona si anhidrida itaconica, caracterizat
prin biocompatibilitate si lipsa de toxicitate.

Nanocapsulele au fost obtinute printr-un proces de amidare prin condensare interfaciala,
cercetarea avand caracter original prin natura copolimerului utilizat pentru prima data in
realizarea acestui tip de transportor nanoparticulat, ca si prin utiilizarea chitosanului
functionalizat cu un aptamer.

Scopul obtinerii nanocapsulelor a fost acela de a include, transporta si elibera
contrlat/sustinut un medicament antitumoral, aplicatia vizatd constituind-0 tratarea
cancerului de piele.

S- urmdrit tintirea activa de catre nanocapsulele incarcate cu antitumoral cu precadere a
celulelor tumorale, realizarea acestui efect fiind posibila prin funtionalizarea chitosanului
constituent al membranei capsulelor cu un aptamer (AS1411), ligand recognoscibil de
catre nucleolind, receptor bine exprimat in membrana celulelor tumorale.

Prima etapa a studiului a constat in sinteza copolimerului, precum si functionalizarea
chitosanului cu aptamerul, respectiv caracterizarea sa fizico-chimica. Analizele spectrale
FTIR si RMN au probat realizarea structurilor dorite.

Nanocapsulele au fost realizate printr-un proces de condensare interfaciald, in conditii
moderate data fiind reactivitatea ridicatd a ciclurilor anhidridice din catena de baza a
copolimerului.

Realizarea membranei nanocapsulei prin condensarea celor doi polimeri, in fapt a
chitosanului In amestec cu chitosan functionalizat si a copolimerului, a fost demonstrata
prin spectroscopia FTIR care probeaza aparitia gruparilor amidice si prezenta
aptamerului legat pe chitosan, precum si prin spectroscopia EDAX.
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Diametrul mediu si polidispersitatea dimensionald a nanocapsulelor au fost evaluate prin
difractie de fascicol laser, constatindu-se cd acestea au dimensiuni nanometrice, ca
diametrul creste cu cresterea cantitatii de chitosan din compozitia lor si ca se formeaza o
singura populatie de nanostructuri, efect dovedit de curbele de distributie cu caracter
monomodal.

Microscopia electronicd de baleiaj a confirmat morfologia nanocapsulelor: forma sferica
si diametrul de ordin nanometric.

Suspensiile apoase de nanocapsule au stabilitate bund, probatd de valorile ridicate ale
potentialului ,,zeta”, ceea ce indica posibilitatea administrarii acestora prin injectare
intravenoasa fara riscul de infundare a acului seringii sau obturare a vaselor de sange prin
aglomerare.

Nanocapsulele prezinta capacitate de umflare Tn medii apoase simuland fluide fiziologice
(pH=7,4), gradul de umflare crescand cu cresterea ponderii polizaharidului Tn
compozitie. Umflarea este consecinta pe de o parte a difuziei apei In membrana cu
caracter de hidrogel, dar si a patrunderii apei in cavitatea goala a nanocapsulei.

Umflarea este rapida in primele momente ale procesului tinzand apoi spre o valoare
constanta prin atingerea echilibrului la peste doua ore.

Nanocapsulele prezinta capacitate de incarcare a unui medicament utilizat ca model — 5-
fluorouracilul -, eficacitatea procesului crescand cu cresterea cantititii de chitosan din
compozitie, in concordanta cu procesul de umflare.

Cinetica de eliberare a medicamentului a fost evaluatd simuland conditiile aplicarii pe
piele, respectiv utilizand o celuld Frantz ale cdrei comparticmente au fost separate de o
membrana ce simuleaza derma.

Eliberarea medicamentului se realizeaza prin mecanism difuzional iar eficienta
procesului este diminuatd de cresterea cantitatii de chitosan in compozitia membranei
nanocapsulei precum si de cresterea cantitatii de chitosan functionalizat cu aptamer.
Diferenta dintre cinetica de eliberare a medicamentului din capsulele functionalizate si
cele nefunctionalizate este determinatd de modul in care contributia difuziei si relaxarii
variaza in timp.

Nanocapsulele obtinute sunt necitotoxice, sunt bio- si hemocompatibile ceea ce le
recomanda ca nanotransportori ai 5-fluoruracilului pentru tintirea celulelor tumorale, in
particular pentru tratarea cancerului de piele.

Formularile topice de tip gel pe baza nanocapsulelor functionalizate si incarcate cu 5-
fluorouracil prezinta un comportament reologic care atesta buna lor capacitate de etalare
pe piele, exprimata prin scaderea vascozitatii in functie de tensiunea de forfecare.
Formularile topice continand nanocapsule functionalizate sunt hemocompatibile,
pentru aceastd proprietate.

Testele de iritare in vitro au evidentiat faptul c@ nanocapsulele fara antitumoral,
formularile simple de tip gel si cele care contin nanocapsule incarcate cu 5-fluorouracil
s-au dovedit a fi neiritante.

Formularile de tip gel care nu contin nanocapsule incarcate cu antitumoral s-au dovedit a
fi practic necitotoxice, pe cand nanocapsulele incarcate cu 5-fluorouracil si formularile
de tip gel care le contin exercita un efect citotoxic similar celui indus de medicamentul
liber si pot contribui la imbunatatirea eficacitatii terapiilor antitumorale. Testele de
apoptoza celulara confirma rezultatele de citotoxicitate.
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33. Testele au dovedit permeabilitatea/penetrabilitatea medicamentului din formularile topice
de tip gel prin membrana care simuleazd derma, dar gradul de permebilitate este mai
redus decat in cazul nanocapsulelor imcarcate cu antitumoral insa neincluse in gel.

34. Cercetarile derulate in cadrul tezei de doctorat au condus la conceperea si dezvoltarea
unui sistem complex, inovator, care poate tinti eficient membrana celulelor tumorale prin
aptamerul cu care sunt functionalizati In suprafatd nanotransportorii medicamentului
antitumoral, si pot astfel elibera in mod sustinut si controlat 5-fluoruracilul la locul
tumorii.
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