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In cadrul cererii de finantare au fost previzute urmdtoarele obiective:

Obiectivul principal al proiectului este realizarea unui sistem de eliberare capabil sa depaseasca
bariera hematoencefalica pentru a trata glioblastomul uman, constand din nanoparticule pe baza de
albumind sericd umand modificatd cu o peptidd (protamina de masd moleculard micd) si reticulate cu
grupdri carbonil provenite din gelan oxidat sau pectind oxidata care au co-incapsula doud medicamente
temozolomida si curcumina.Pentru realizarea obiectivului principal au trebuit realizate cateva obiective
specifice (S.0.):

1. Obtinerea si caracterizarea fizico-chimica a precursorilor si a nanoparticulelor functionalizate si
reticulate care contin sau nu medicamente incapsulate.-Realizat 100%

2. Studii cinetice de eliberare in vitro a medicamentelor din nanoparticule, testarea ex vivo a
sistemelor nanoparticulate, evaluarea caracteristicilor de biomaterial a nanoparticulelor
(citotoxicitate, hemocompatibilitate, activitate microbiologica) si evaluarea medicamentului
incapsulat in naoparticule la temperatura, pH si lumina-Realizat 100%

3. Evidentierea caracterului protector al matricii polimere pentru medicamentele incorporate la
complexare cu ioni metalici-Realizat 100%

in cadrul etapei 1 (2022) a proiectului intitulata  Obfinerea si caracterizarea fizico-chimicd a
precursorilor si a nanoparticulelor functionalizate si reticulate care contin sau nu medicamente
incapsulate” au fost prevazute un numar de 7 activitdti de cercetare stiintifica. Toate activitatile au fost
indeplinite, astfel incat obiectivele propuse pentru anul 2022 ca si indicatorii de proiect au fost realizati. O
scurtd descriere a principalelor activititi desfasurate in aceasta etapa este prezentata in cele ce urmeaza.

Prima activitate 1.1 realizatd se refera la modificarea albuminei serice umane (HSA) cu
protamina de masa moleculara joasi (LMWP), o peptida utilizatd pentru a Tmbunatati coeficientul de
difuzie al albuminei spre creier. Eliberarea medicamentelor in tumorile canceroase poate fi imbunatatita
prin strategia de directionare mediatd de HSA si depdsirea barierei hematoencefalice mediatd de LMWP.
Pentru obtinerea LMWP, sulfatul de protamind din somon a fost scindat proteolitic in prezenta
termolizinei. Spectrele FT-IR si *H-RMN confirma faptul ca protamina a fost scindatd proteolitic in
prezenta termolizinei. Activitatea 1.1. prezintd metoda de obtinere a LMWP si a albuminei modificate cu
LMWP. Pentru modificarea HSA cu peptida LMWP, gruparea-SH din HSA a fost activatd mai intai cu
succimidil-4-(N-maleidometil)-ciclohexan-1-carboxilat (SMCC) iar apoi HSA activata a fost
functionalizata cu LMWP. Compusii obtinuti au fost caracterizati prin spectroscopia in infrarosu cu
transformata Fourier (FT-IR) si prin rezonanta magnetica nucleara (RMN). Au fost dozate grupele
aminice libere din HSA, din sulfatul de protamind si din LMWP utilizdnd testul cu ninhidrina. De
asemenea utilizand testul cu ninhidrind a fost determinat numarul de grupe aminice libere din albumina,
6.31+0.7 x 10 Testul a fost efectuat si pentru fractiile de protamind modifica colectate din coloana



cromatografica si s-a observat cd numarul de moli grupe aminice libere creste de la o fractie la alta fiind
un indiciu clar ca LMWP a fost obtinuta. Tn cadrul activititii 1.2. sunt prezentate informatii cu privire la
sinteza si caracterizarea gelanului oxidat (GO) si a pectinei oxidate (PO) 1n prezenta periodatului de sodiu
pentru a obtine grupe aldehidice. A fost determinata cinetica reactiei de oxidare iar concentratia grupelor
aldehidice din produsii obtinuti in urma oxidarii & fost determinata cantitativ prin titrare indirecta cu
Na»S,0s. Gradul de oxidare al polizaharidelor oxidate creste in timp pana la 72 h pentru gelanul oxidat si
24 h pentru pectina oxidata valoarea sa raimane constanta dupa aceste durate de oxidare.. Masa moleculara
a GO si PO a fost determinata prin metoda vascozimetrica iar structura compusilor sintetizati a fost
analizata prin spectroscopie FT-IR si RMN demonstrand astfel ca reactia de oxidare a avut loc cu
formarea de grupe adehidice. Masa moleculara a gelanului scade odata cu cresterea gradului de oxidare si
a duratei de oxidare. Tn cadrul activititii 1.3 este prezentati sinteza nanoparticulelor pe bazi de HSA si
HSA modificatda cu LMWP reticulate cu grupe aldehidice provenite din polizaharidele oxidate (utilizand
diferite rapoarte molare) continand telozolomida (TMZ) si curcumina co-incapsulate printr-o metoda pe
baza de ultrasonicare si precipitare. Pentru obtinerea nanoparticulelor au fost utilizate diferite rapoarte
molare Intre grupele aminice din HSA si cele aldehidice din polizaharidele oxidate (gelan sau pectind)
Activitatea 1.4. prezinta 0 alta metoda de obtinere a nanoparticulelor pe baza de HSA si HSA modificata
cu LMWP reticulate cu grupe aldehidice provenite din polizaharidele oxidate prin autoasamblare
continaind doud medicamente co-incapsulate curcumina si temozolomida. Tn activitatea 1.5
nanoparticulele obtinute au fost caracterizate prin evaluarea diametrului mediu (difractometrie cu fascicul
laser), din punct de vedere morfologic (microscopia electronica de baleiaj) si structural prin spectroscopie
FT-IR. Dimensiunea nanoparticulelor in majoritatea cazurilor este pana in 200 nm avand astfel
posibilitatea si depaseasca bariera hematoencefalici. In activitatea 1.6 a fost evaluati capacitatea
nanoparticulelor de a incapsula a medicamentele. Nanoparticulele obtinute au capacitatea de a include
temozolomida si curcumina si s-a observat ca eficienta de imobilizare este mai mare pentru curcumina dar
existd posibilitatea sa fie 0 consecintd a faptului ca temozolomida poate forma conjugate polimer-
medicament prin interactiunea grupei aminice din structura sa cu grupele aldehidice din polizaharidele
oxidate Tn activitatea 1.7 sunt prezentate unele studii preliminare obtinerii nanoparticulelor. S-a
considerat necesar ca anterior obtinerii nanoparticulelor de HSA reticulate cu polizaharide oxidate sa se
efectueze mai intai un studiu sistematic privind obtinerea hidrogelurilor de acest tip pentru a determina
gradul de umflare si indicele de conversie a grupelor aminice in baze Shiff. S-a observat ca gradul de
umflare a hidrogelurilor depinde de hidrofilicitatea probelor si de pH. Gradul de umflare creste odata cu
cresterea cantitatii de gelan oxidat Tn matricea polimera si valori maxime ale gradului de umflare au fost
obtinute la pH=7.4. De asemenea s-a observat ca valoarea indicelui de conversie a grupelor aminice in
baze Schiff creste odata cu cresterea cantitatii de gelan oxidat din probe.

In cadrul etapei IT (2023) a proiectului au fost previzute un numar de 11 activititi de cercetare
stiintifica. Toate activitdtile au fost indeplinite, astfel Incat obiectivele propuse pentru anul 2023 ca si
indicatorii de proiect au fost realizati Tntr-un procent de 100%. Activitatea 2.1. a prevazut caracterizarea
celor doua tipuri de nanoparticule (NP) de albumina serica umand (HSA) obtinute prin nanoprecipitare si
autoasamblare. Asa cum am mentionat anterior nanoparticulele au fost caracterizate prin difractometrie
laser, spectroscopie FT-IR, grad de conversie, microscopie electronica de baleiaj, eficienta de imobilizare
si grad de umflare. In cadrul activititii 2.2. a fost studiata cinetica de eliberare a medicamentelor co-
incapsulate in nanoparticule si acest studiu a fost efectuat la pH=7.4 si pH=4 si cantitatea de medicament
eliberatd a fost determinatd spectrofotometric si s-a demonstrat cid eliberarea medicamentului are loc
controlat si sustinut. Eficienta de eliberare a fost mai mare la pH=7.4 pentru curcuminad si la pH=4 pentru
TMZ si creste atunci cand gradul de reticulare scade. in cadrul activititii 2.3. apoptoza celulari indusa
de medicamentele co-incapsulate in nanoparticle a fost determinata prin citometrie in flux pentru cele
doua tipuri nanoparticule cu medicamente incapsulate. Nanoparticulele au fost testate pe linia tumorala
de gliom C6 si pe linia de celule normale V79-4 si s-a observat cd NP obtinute prin nanoprecipitare induc
un puternic mecanism apoptotic celulelor C6 in timp ce pentru cele obtinute prin autoasamblare s-a
observat un potential efect sinergic. In cadrul Act 2.4 permeabilitatea nanoparticulelor prin bariera
hematoencefalica a fost evaluata utilizand testul de permeabilitate cu membrana artificiala (PAMPA) iar
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rezultatele au aratat ca medicamentele co-incapsulate in nanoparticulele de albumina functionalizata au
capacitatea de a depisi bariera hematoencefalicd. In cadrul activitiitii 2.5. a fost evaluati activitatea
antioxidantd a curcuminei utilizand testul cu DPPH. Activitatea antioxidanta pentru curcumina libera si
imobilizatd in NP a fost determinata utilizand testul cu DPPH si s-a stabilit ca activitatea antioxidantd a
curcuminei nu este afectata de imobilizare, valoarea IC50 pentru curcumina incapsulatd in nanoparticule
de HSA expuse la lumind UVA la 365 nm este mai micd decat la curcumina liberd neiradiata UV
demonstrand astfel rolul protectiv al matricii polimere. In cadrul activititii 2.6. a fost evaluati
citotoxicitatea nanoparticulelor pe doud linii celulare. Citotoxicitatea a fost determinata utilizand testul cu
MTT pe linia tumorala de gliom C6 si pe linia de celule normale V79-4. Tratamentul celulelor tumorale
sau normale cu nanoparticule de HSA, obtinute prin autoasamblare sau nanoprecipitare, reticulate cu
pectind oxidata sau gelan oxidat, cu sau fara principii active co-incapsulate, a determinat un efect
citotoxic diferentiat ca intensitate prin utilizarea testului cu MTT. Astfel, in cazul celulelor tumorale C6,
impactul citotoxic a fost mult mai pronuntat comparativ cu celulele normale VV79-4, dovedind inducerea
unui raspuns selectiv care constituie un avantaj pentru folosirea acestor vectori in terapia anticancer. In
cadrul activitatii 2.7 s-a evaluat activitatea microbiologica care a fost realizata pe culturi bacteriene de
Staphylococcus aureus ATCC 25293 si Escherichia coli ATCC 25922. Rezultatele au aratat ca
medicamentele incapsulate in nanoparticule (50pg/ml) nu au activitate antibacteriana. In cadrul activitatii
2.8 testul de hemoliza a fost efectuat pentru nanoparticule de HSA functionalizate fara medicamente
incapsulate iar rezultatele au aritat ca toate nanoparticulele au o buna hemocompatibilitate. Tn cadrul
activitatii 2.9. stabilitatea nanoparticulelor la temperaturd a fost evaluata. Analiza termogravimetrica a
fost efectuatd cu un analizor TA Instrument Q600. Rezultatele arata ca stabilitatea nanoparticulelor scade
odatd cu cresterea temperaturii iar nanoparticulele preparate prin nanoprecipitare sunt mai stabile stabile.
Tn cadrul activitatii 2.10. stabilitatea curcuminei libere si a celei incapsulate la degradare in solutii de pH
diferit (3, 6.8, 7.4 si 9) a fost evaluata iar in activitatea 2.11 degradarea la lumina si aer pe o perioada de
30 de zile a fost evaluata spectrofotometric. Rezultatele au ardtat ca matricea polimera protejeaza
curcumina de factorii degradativi iar t1, la degradare este mai mare de 15 h indiferent de valoarea pH-ului
iar procentul de degradare la lumina al curcuminei incapsulate a fost mai mic comparativ cu al curcuminei
libere.

Tn cadrul etapei 111 (2024) a proiectului intitulatd “Evidentierea caracterului protector al matricii
polimere pentru medicamentele incorporate la complexare cu ioni metalici au fost prevazute doua
activitati. Toate activittile au fost indeplinite, astfel incat obiectivele propuse pentru anul 2023 ca si
indicatorii de proiect au fost realizati intr-un procent de 100%. Activitatea 3.1. prezinta studiul stabilitatii
la complexare cu ioni metalici a medicamentelor incapsulate. Au fost utilizati ioni de Cu?* si Zn**
proveniti de la sulfat de cupru si sulfat de zinc. Complecsii curcuminé/ioni metalici dizolvati in DMSO au
o absorbtie maxima la lungimi de undi inferioare, 429 nm si 433 nm pentru cei cu ioni de Cu®* si
respectiv cu ioni de Zn*. Variatia varfului de absorbtie a curcuminei libere si aspectul umerilor in
diferitele complexe depinde de natura implicarii ionilor metalici. S-a incercat obtinerea de complexe
metalice cu TMZ dar s-a observat c¢d TMZ nu formeaza complexe metalice cu ionii de Zn?* iar banda de
absorbtie de la 331 nm specifica temozolomidei pentru complexele metalice cu ioni de Cu?* scade mult Tn
intensitate si nu putem avea rezultate concludente. Rezultatele au ardtat ca nanoparticulele reticulate cu
ioni de Cu?* nu formeaza complexe metalice si lungimea la undi la care absorbanta este maxima a fost de
435 nm, dar apare un umar la lungimea de unda de 457 nm la toate probele analizate ceea ce inseamna ca
existd unele interactiuni cu ionii de Cu?*. Totusi apare o deplasare a lungimii de unda unde absorbanta
este maxima la probele reticulate cu ioni de Zn?* la 428 nm care poate fi datoratd interactiunii ionului
metalic cu grupele carbonilice din polizaharidele oxidate care nu au reactionat cu grupele aminice din
albumind. Analiza statistica a datelor a fost utilizatd pe toata durata de desfasurare a proiectului
(Activitatea 3.2.).
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