Raport stiintific
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pe toata perioada de executie (septembrie 2020-septembrie 2022)

1. Prezentarea succinti a proiectului

Cancerul reprezintd principala cauza de decese la nivel mondial, Tnregistrand milioane de
decese anual, cancerul mamar fiind cel mai frecvent tip de cancer la femei [1]. Terapiile actuale
(chirurgia, chimioterapia si radioterapia) prezinta rezultate promitatoare dar sunt inca limitate datorita:
1) lipsei de selectivitate, ii) a rezistentei celulelor tumorale la medicamente si iii) a efectelor secundare
toxice severe [2]. Tn acest context, numeroase cercetiri s-au indreptat citre dezvoltarea terapiilor
antitumorale bazate pe nanotehnologii [3], deoarece acestea se pot constitui ca alternative sigure la
chimioterapie si radioterapie pentru multe tipuri de cancer mamar [4]. O modalitate de abordare a
tratamentelor specifice se orienteaza tot mai mult catre utilizarea nanosistemelor de tip teranostic ce
sunt reprezentate de structuri inteligente capabile sa elibereze in mod controlat si tintit agenti
chimioterapeutici simultan cu posibilitatea de diagnosticare ridicata prin tehnici imagistice [5].

Sistemele de tip teranostic bazate pe nanoparticule superparamagnetice de oxid de fier
functionalizate (denumite generic in literatura de specialitate SPIONSs), ar putea reprezenta o
alternativa fiabila datorita proprietatilor magnetice adecvate si a toxicitatii reduse, evidentiate prin
teste in vitro si in vivo [6]. Studii recente dedicate dezvoltarii SPIONs-urilor functionalizate pentru
abordari teranostice ale cancerului mamar au raportat rezultate promitatoare [7,8]. O motivatie
importantd pentru alegerea nanosistemelor magnetice de tip teranostic este reprezentata si de siguranta

si complianta pacientului [9] Functionalitatea magneticd poate fi dublu exploatata atat pentru
diagnostic cat si pentru tratament. SPIONSs-urile pot fi utilizate Tn imagistica de rezonanta magnetica
(IRM) iar abordarea terapeutica poate fi realizatd prin utilizarea uneia dintre tehnicile descrise mai jos
sau prin Tmbinarea avantajelor celor trei: i) folosind ghidarea mediata de campul magnetic este
posibila cresterea specificitatii si a selectivitatii terapiei, reducand efectele secundare [10]; ii) prin
conjugarea cu agenti de tintire, eficacitatea terapeutica poate fi imbunatatita prin acumularea Tn zone
specifice [11]; iii)) SPIONs-urile functionalizate pot incorpora o varietate mare de agenti
chimioterapeutici (Doxorubicind, Docetaxel etc.).

Una dintre cele mai mari provocari in chimioterapie si un impediment major al modalitatilor
actuale de terapie a cancerului de san este reprezentati de rezistenta la medicamente (MDR) [12]. Tn
acest sens s-a propus administrarea concomitentd a doua sau mai multe medicamente pentru a
valorifica potentialele efecte sinergetice ale acestora folosind un sistem nanometric multifunctional
[13]. Din categoria taxanelor, Docetaxel si Paclitaxel sunt utilizate in tratamentul cancerului de san
metastatic si a cancerului de san in stadiu incipient [14], dar solubilitatea lor scazuta in mediul apos si
MDR limiteaza aplicatiile lor clinice, aceste medicamente putind fi expulzate din celule prin
glicoproteina P (P-gp). Clorhidratul de doxorubicind prezintd cardiotoxicitate severd si poate fi
expulzatd din celulele canceroase, in special de celula tumorala cu glicoproteina P supraexprimata
[15]. Verapamil, un antagonist al canalelor de calciu, este primul medicament testat clinic pentru
reducerea MDR [16].

Avand in vedere aspectele mentionate anterior, acest proiect propune co-incapsularea
Verapamilului impreund cu Docetaxel sau Doxorubicina Tntr-un nanosistem magnetic functionalizat in
scopul utilizarii acestuia pentru a reduce MDR in celulele tumorale mamare. Aceste particule



"inteligente™ au 0 structura complexa: 1) un miez magnetic (magnetita- are rolul de a directiona
particulele catre zona biologica de interes precum si a oferi oportunitati de imagistica); 2) un material
de acoperire biocompatibil (N-palmitoil chitosanul biotinilat — asigura stabilitate in mediu fiziologic
dar si multi-functionalitate); 3) agenti chiomioterapeutici (adsorbti/ gazduiti in cavitatile interne ale
nanoparticulelor); si 4) o componentd de recunoastere a celulelor tumorale (reprezentatd de un
receptor).
2. Obiectivele proiectului

Obiectivul principal al acestui proiect este de a furniza cunostinge teoretice si practice in vederea
obtinerii unor nanostructuri magnetice co-incapsulate pentru aplicatii de tip teranostic in cancerul
mamar.  Obiectivele derivate din acest proiect sunt reprezentate de: O1. Sinteza si caracterizarea
unor noi nanosisteme magnetice de tip teranostic; O2. Evaluarea nanosistemelor magnetice de tip
teranostic. Studii in vitro; O3. Evaluarea in vivo a functionalitatii nanosistemelor magnetice de tip
teranostic folosind animale model.

3. Raport sintetic al rezultatelor preliminare obtinute in Etapa 1 (2020)- Sinteza si
caracterizarea unor noi nanosisteme magnetice de tip teranostic.

In etapa | a proiectului TE, care s-a desfasurat in perioada septembrie — decembrie 2020, s-au
sintetizat nanosisteme magnetice pe baza de N-palmitoil chitosan biotinilat (BPCs) si magnetita
hidrofoba (acoperita cu oleat de sodiu - codificata Mag-NaOl) in care s-a incapsulat Docetaxel (DTX),
codificate NM-D si respectiv nanoparticule martor, preparate in absenta agentului chimioterapeutic
(codificate NM). Metodele de sinteza pentru N-palmitoil chitosan biotinilat-BPCs si magnetita
acoperitd cu oleat de sodiu (Mag_NaOl) au fost detaliate anterior in referintele [17,18].

Compozitia nanosistemelor a fost confirmata prin spectroscopie in infrarosu. Spectrele IR ale
nanoparticulelor martor (NM), nanoparticulelor NMD si ale magnetitei (Mag_NaOl) sunt detaliate in
Fig. 1. Spectrele IR ale nanoparticulelor martor -NM prezinta benzi caracteristice pentru polimer si
anume: 2921 cm™ si 2851 cm™ (vibratii de intindere ale grupdrii metilenice), 1636 cm™ si 1549 cm™
(benzi reprezentative pentru amida primari si secundard) si 1094 cm™ (vibratiile gruparii C-O-C) si
pentru magnetitd (576 cm™). Spectrul IR al Docetaxelului, detaliat in literaturd, [19] prezintd benzi
caracteristice pentru vibratiile de intindere ale legaturilor N-H si respectiv O-H Tn zona 3480 cm™ si
respectiv 3338 cm™, vibratii de intindere ale C=0O la 1740 cm™ si vibratii de deformare in plan ale
legaturii N-H la 1632 cm™.

In spectrul nanosistemelor NMD se constati o intensificare a benzii de la 3434 cm™ si o

alungire a formei acesteia datorate legaturilor de hidrogen nou formate ca urmare a interactiunii
medicamentului cu polimerul. De asemenea se poate observa o scadere a intensitdtii benzii
caracteristice magnetitei (581 cm™) in spectrele nanoparticulelor martor si a celor cu medicament, fapt
datorat scaderii cantitdtii de magnetitd din nanosisteme (Spectrele au fost inregistrate cantitativ). Din
analiza rezultatelor de spectroscopie se confirma obtinerea cu succes a nanoparticulelor incarcate cu
agent chimioterapeutic.
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Fig. 1. Spectre IR ale magnetitei, nanoparticulelor martor si ale nanoparticulelor NMD

Aceste nanosisteme au fost ulterior evaluate, in etapa Il a proiectului, din punct de vedere al
comportamentului in vitro. In acelasi timp, in etapa II a proiectului, s-au preparat si evaluat un al
doilea lot de nanoparticule magnetice pe baza de N-palmitoil chitosan biotinilat, care contin magnetita
hidrofila (acoperita cu Pluronic F127) si 2 principii active hidrofile (Doxorubicind si Verapamil).

4. Raport_sintetic_al rezultatelor preliminare obtinute in Etapa Il (2021)- Evaluarea

nanosistemelor magnetice de tip teranostic. Studii in vitro.Diseminarea rezultatelor.
Etapa 11-2021, desfasurata in perioada ianuarie-decembrie 2021, a cuprins urmatoarele

activitati, conform planului de realizare al proiectului:
A 2.1. Optimizarea caracteristicilor nanosistemelor magnetice de tip teranostic;
A 2.2. Analiza critica a rezultatelor si evaluarea semnificatiei parametrilor implicati in procesele de
preparare;
A2.3. Evaluarea in vitro a nanostructurilor magnetice ca sisteme de eliberare controlata a
medicamentelor;
A2.4. Evaluarea in vitro a degradabilitatii nanosistemelor magnetice in lichide biologice simulate;
A 2.5. Analiza criticd a rezultatelor si evaluarea semnificatiei parametrilor implicati in procesele de
eliberare si biodegradare;
A2.6. Evaluarea in vitro a citotoxicitatii nanosistemelor magnetice de tip teranostic;

.....

A.2.8. Formularea nanosistemelor magnetice de tip teranostic ca suspensii injectabile;
A.2.9. Evaluarea in vitro a capacitatii nanosistemelor magnetice de a fi utilizati in imagistica;
A 2.10. Management proiect. Diseminarea rezultatelor. Raport intermediar.

Loturile Mag_NaOl (magnetitd hidrofoba), NM (nanoparticule martor-fara medicament), si
NMD (nanoparticule incarcate cu Docetaxel)

Magnetizarea nanoparticulelor NMD a fost masurata folosind un magnetometru cu proba vibranta
(Lakeshore VSM 7400 System), la 25°C si = 20000 G camp magnetic aplicat. Curba de magnetizare
obtinutd, a evidentiat cd nanoparticulele au prezentat un comportament superparamagnetic (nu s-a
Tnregistrat histerezis iar magnetizarea reziduala si forta coercitiva au fost nule) si o magnetizare de
saturatie ridicatd, cu o valoare de 40 emu/g. Caracteristicile superparamagnetice si magnetizarea de

saturatie ridicatd sunt parametri importanti pentru nanoparticulele magnetice utilizate in aplicatii
biomedicale.



Cinetica de eliberare a Docetaxelului din nanosistemele magnetice (NMD) a fost studiatd in
solutie tampon acetat pH=5.5, care mimeaza mediul celulelor tumorale. O cantitate de nanosisteme
magnetice a fost redispersata in solutie tampon acetat pH=5.5, si introduse Intr-o membrana de dializa
(Mw=14000 Da) care a fost plasata in solutie tampon (volum final 25ml). Cinetica de eliberare a fost
condusa intr-un incubator, la 37 °C, timp de 72 ore. La intervale stabilite de timp, s-a prelevat 1ml de
solutie pentru analizd spectrofotometricd ( A=229 nm) si s-a inlocuit cu 1ml de solutie tampon.
Cantitatea de medicament eliberat s-a determinat pe baza unei curbe etalon, realizata anterior.

Din analiza rezultatelor obtinute (Fig.3) se observa ca profilul de eliberare al Docetaxelului a
evidentiat un comportament bifazic: o eliberare rapida in primele 6 ore, urmatd de o a doua faza
corespunzatoare unei eliberdri sustinute de medicament de pand la 72 de ore. Efectul initial de
eliberare rapida (burst effect) ar putea fi atribuit difuziei chimioterapeuticului absorbit pe suprafata
nanoparticulelor sau slab interactionat cu nucleele hidrofobe ale nanoparticulelor magnetice
biotinilate, in timp ce in urmatoarea etapa de eliberare treptatd, are loc difuzia medicamentului
incapsulat in domeniile hidrofobe interioare ale nanostructurilor.

Pentru testele de citotoxicitate, s-a utilizat linia celulara MDA-MB-231 cultivatd conform
protocolului producatorului. Pe scurt, celulele au fost crescute in mediu DMEM suplimentat cu 10%
ser fetal bovin, 100 pg / ml streptomicind si 100 UI / ml penicilind. Pentru aceste studii, 5x10° celule /
godeu au fost cultivate In placi de culturd cu 96 de godeuri la o temperatura de 37° C intr-o atmosfera
umidificata continand 5% CO2. Nanoparticulele magnetice (martor si cu medicament) au fost
suspendate in mediu, concentratii (50 pg / mL). Celulele au fost incubate timp de 48 de ore iar testul
MTT standard a fost efectuat folosind Tecan Sunrise Plate Reader, la 570 nm. Rezultatele sunt
exprimate ca valoare medie = deviatie standard (SD) (n = 3).

Din analiza datelor de viabilitate celulara a liniei MDA-MB-231 la 48 de ore, dupa incubarea cu
nanoparticulele magnetice preparate in absenta medicamentului (NM) se constata ca acestea nu sunt
citotoxice, indicand o viabilitate mai mare de 90% din celulele active metabolic. Pentru lotul cu
docetaxel (NMD), viabilitatea celulara a scazut la 65%, datorita eliberarii medicamentului. Teste
suplimentare de evaluare a acestor nanoparticule vor continua, in etapa urmatoare a acestui proiect.
Loturile Mag_PF127 (magnetita hidrofild), NP (nanoparticule martor-fara medicament), NP-DOX,
nanoparticule incarcate cu Doxorubicind) NP-VER (nanoparticule incarcate cu Verapamil), NP-DOX-
VER) si NMD (nanoparticule incarcate cu cu Doxorubicinad si Verapamil)

Materiale, reactivi si aparatura utilizatd

Materialele si reactivii utilizati: N-palmitoil chitosan biotinilat (BPCs), magnetita hidrofila,
acoperitd cu Pluronic F127 (Mag_PF127), Doxorubicina (DOX), Verapamil (VER), si solventii (acid
acetic, alcool etilic). Aparatura: Omogenizator cu ultrasunete Sonopuls HD 2200; Agitator mecanic.
Metodele de sinteza pentru N-palmitoil chitosan biotinilat-BPCs si magnetita hidrofila (Mag-PF127),
au fost detaliate anterior in referintele [17, 20].

Pentru incapsularea medicamentelor, s-au ales conditiile de sinteza pentru lotul NP martor,
acesta prezentand cele mai mici dimensiuni (365 nm).

Caracterizarea fizico-chimica a nanosistemelor magnetice

Nanosistemele magnetice au fost caracterizate din punct de vedere compozitional, al
dimensiunilor si al potentialului Zeta. Dimensiunea medie a particulelor magnetice a fost determinata
cu un aparat de tip Malvern Zetasizer NanoS, utilizdnd tehnica numita DLS - Dynamic Light
Scattering. Potentialul Zeta a fost masurat cu acelasi aparat (Zetasizer Malvern NanoS). Spectrele IR
s-au realizat cu Spectroscopul FT-IR Bruker Vertex 70 (100 de scaniri intre 4000 - 400 cm™, cu o
rezolutie de 4 cm™).




Compozitia lotului NP martor a fost confirmata prin spectroscopie IR (Fig. 5A). Spectrul IR al
lotului NP martor prezinti benzile reprezentative pentru polimer in intervalul 1640-1550 cm™ (amida
primard si secundard) si la 1094 cm? (C-O-C) si pentru magnetita (576 cm™). Tn spectrele IR ale
nanoparticulelor 1incarcate cu medicamente nu se observd modificari notabile ale benzilor
reprezentative, probabil datoritd faptului ca polimerul si medicamentele prezinta aceleasi benzi.
Morfologia nanosistemelor a fost investigata cu un microscop electronic cu scanare Verios G4 UC
(Thermo Scientific) care functioneaza in modul STEM la 30 kV, cu un detector STEM 3+ (Bright-
Field Mode) (Fig. 3). Probele au fost analizate pe grile de cupru acoperite cu carbon. Nanosistemele
dispersate in apa (0,1%) au fost plasate pe grile si apoi solventul a fost indepartat sub vid. Imaginile
SEM (Fig. 6) confirma incorporarea magnetitei (zonele negru inchis) in structura nanosistemelor care
se aglomereaza in urma indepartarii solventului. Magnetizarea nanoparticulelor NP-DOX a fost
masuratd folosind un magnetometru cu proba vibrantd (Lakeshore VSM 7400 System), la 25°C si +
20000 G camp magnetic aplicat. Curba de magnetizare obtinuta (Fig. 7), a evidentiat ca
nanoparticulele au prezentat un comportament superparamagnetic si o magnetizare de saturatie
ridicatd, cu o valoare de 68 emu/g.

Cinetica de eliberare a medicamentelor din nanosistemele magnetice (NP-DOX-VER) a fost
studiatd in doua medii ce simuleazd mediile biologice: solutii tampon fosfat cu pH=7.4 si respectiv
tampon acetat pH=5.5. O cantitate de nanosisteme magnetice a fost redispersata in cele doua solutii
tampon si introduse intr-o membrana de dializa (Mw=14000 Da) care a fost plasata in solutii tampon
(volum final 25ml). Cinetica de eliberare a fost condusa intr-un incubator, la 37 °C, la intuneric, timp
de 72 ore. La intervale stabilite de timp, s-a prelevat 1ml de solutie pentru analiza spectrofotometrica (
A=278 nm pentru Verapamil, si A=480 nm pentru Doxorubicina) si s-a inlocuit cu Iml de solutie
tampon. Cantitatea de medicament eliberat s-a determinat pe baza curbelor etalon, realizate anterior
pentru cele 2 tipuri de medicamente.

Din analiza cineticii de eliberare a medicamentelor din lotul NP-DOX-VER, se poate observa
cd o cantitate mai mare de agent chimioterapeutic (Doxorubicind) se elibereaza in mediu acid
(pH=5.5) comparativ cu mediu neutru, aspect care este favorabil, datoritd faptului ca celulele tumorale
au pH acid in timp ce Verapamilul se elibereaza in cantitate mai mare in mediu cu pH=7.4. Aceste
profile de eliberare sunt in buna corelatie cu alte rezultate publicate in literatura de specialitate [22].

Chitosanul si derivatii sdi, sunt expusi, in corpul uman degradarii chimice si enzimatice, ultima
dintre ele realizandu-se in special de citre lizozim si enzimele bacteriene [23]. Tn cele mai multe dintre
studiile raportate, chitosanul a fost degradat si usor excretat din organism. Mecanismul de
biodegradare nu este clarificat pe deplin, dar unele etape au ca rezultat diversi produsi de degradare
precum oligomeri ai chitosanului, N-acetil D-glucozamina si respectiv D-glucozamina [18].

Evaluarea in vitro a biodegradabilitatii nanosistemelor magnetice s-a realizat in doua medii
biologice simulate (solutii tampon fosfat pH=7.4 si respectiv 5.5), in prezenta lizozimului, timp de 14
zile, iar concentratia in produsii de degradare a fost determinatd prin metoda fericianurii de potasiu. O
cantitate de nanoparticule a fost redispersatad in cele doua solutii tampon intr-o membrana de dializa
(Mw=12 400 Da) care a fost plasata in solutii tampon fosfat (volum final 25 ml), intr-un incubator, la
37-C. La intervale de timp, s-a prelevat 1 ml de solutie pentru analiza spectrofotometricd (la 420 nm)
si s-a inlocuit cu 1 ml de solutie tampon. Peste proba prelevata s-au adaugat 4 ml solutie de fericianura
de potasiu, s-a pus la fiert timp de 15 minute, dupa care s-a racit si s-au adaugat 5 ml solutie tampon
fosfat i s-a citit absorbanta la spectrofotometru. Dupd 3 zile, mediul a fost complet Indepartat si
inlocuit cu mediu proaspat. O curba de calibrare realizata cu N-acetil-D-glucozamina a fost utilizata
pentru a evalua cantitatea de unitati reducatoare rezultate Tn urma degradarii polimerului.



Rezultatele au confirmat capacitatea nanoparticulelor de a fi degradate in organismul uman,
lizozimul fiind o enzima care se regaseste in diferite fluide biologice si tesuturi, inclusiv in celulele
canceroase mamare [24]. Din analiza cineticii de eliberare si a rezultatelor obtinute in urma testelor de
biodegradare in prezenta lizozimului se poate observa ca profilele de eliberare ale Doxorubicinei sunt
dependente si de procesele de biodegradare ale structurilor.

Viabilitatea celulara (testul ToxiLight)

Viabilitatea celulara a lotului NP si a magnetitei au fost evaluate utilizand kitul ToxiLight
(Lonza). Kitul ToxiLight a fost utilizat pentru analiza toxicitatii celulare din supernatant (mediul de
culturd) prin determinarea cantitativa a adenilate-kinasei (AK) eliberate de celulele apoptotice.
Utilizand protocolul ToxiLight, AK a fost determinat prin luminescenta cu ajutorul cititorului de placi
POLARstar Omega (BMG Labtech). Cantitatea de AK produsa de celulele apoptotice este direct
proportionala cu gradul de citotoxicitate celulara. Astfel, din datele de citotoxicitate se observa ca
viabilitatea celulara nu este influentata de concentratia de NP martor, indicand o viabilitate ridicata
(fara modificari semnificative), similara cu cea a probelor control si un bun comporament celular in
culturile cu celulele de linie MCF-7. In acelasi timp pentru Mag-PF127 datele obtinute pentru
citotoxicitate celulara indica un comportament asemanator cu probele control, o viabilitate ridicata
fara modificari semnificative comparabila cu cea a probei control. Concluzionand, datele de
citotoxicitate celulara (metoda ToxiLight) evidentiaza un raspuns favorabil cu o viabilitate celulara
crescuta similara cu cea a probei control pentru ambele sistemele (NP si Mag-PF127). Analiza
statistica a fost efectuata utilizand ANOVA unifactoriala (One-way ANOVA) corelata cu analiza
posthoc Dunnett’s folosing software-ul GraphPad.

Evaluarea citotoxicitatii prin Testul MTS

Pentru evaluarea citotoxicitatii s-a utilizat testul MTS (CellTiter 96® AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, SUA). Pe scurt, dupad aplicarea
suspensiilor de nanoparticule in concentratii din intervalul 0.05-50 pg/ml, timp de 24h, mediul de
culturd a fost Indepartat din fiecare godeu, spalat cu PBS si inlocuit cu 100pL de solutie MTS (raport
100:20:1) mediu de cultura, MTS si respectiv PBS. Placa de 96 de godeuri a fost incubata timp de 30
de minute la 37 °C intr-o atmosfera umidificatda 99% de 5% v/v) CO2. Absorbanta a fost masurata
direct de pe placa cu ajutorul unui cititor de microplaci (Infinite M200, Tecan) la 490nm.

Din analiza rezultatelor se constatd cd in intervalul de concentratii testate loturile de
nanoparticule nu prezinta efecte citotoxice. Odata cu cresterea concentratiei de suspensii de
nanoparticule, n intervalul 1- 50ug/ml pentru loturile NP-DOX si NP-DOX-VER se constatd o
scadere a viabilitatii celulare, efect care este mai pronuntat in cazul celulelor MDA-MB-231. In acelasi
interval de concentratii, NP goale si lotul NP-VER nu au manisfestat efecte citotoxice.

Pentru a studia efectele nanosistemelor magnetice in contact cu sangele, s-au realizat teste
conventionale de coagulare care au constat in masurarea timpului de protrombina (PT), a timpului de
tromboplastind partial activat (APTT) si determinarea cantitatii de fibrinogen (kitul PT-Fibrinogen HS
PLUS), dupa contactul cu suspensii de NP martor si NP-DOX. Rezultatele obtinute confirma ca
nanoparticulele nu influenteaza procesul de coagulare. Testele de redispersie s-au realizat in doua
medii comune care se folosesc ca solutii injectabile si anume: serul fiziologic 0,9 % NaCl si solutia de
glucoza 10 %. Pentru a evalua potentialul acestor nanoparticule de a fi utilizate in imagistica celulara
s-a optat pentru atasarea pe suprafata polimerica a unui marker fluorescent (Cy5.5). Cy5.5
(tetrametilindo(di)-carbocianina) este un colorant sintetic din clasa cianinelor, utilizat pentru
etichetarea gruparilor peptidice, a proteinelor, a oligonucleotidelor si in imagistica biomedicala.
Analiza imaginilor de microscopie confirma atasarea markerului pe nanoparticule. Teste suplimentare
de evaluare a acestor nanoparticule vor continua, in etapa urmatoare a acestui proiect.

6



5.Raport sintetic al rezultatelor preliminare obtinute in Etapa III (2022)- Evaluarea in vivo

a__functionalitatii___nanosistemelor _magnetice _de _tip _teranostic _ folosind __animale
model.Diseminarea rezultatelor.

Etapa [111-2022, desfasuratd in perioada ianuarie-septembrie 2022, a cuprins urmatoarele
activitati, conform planului de realizare al proiectului:

A 3.1 - Analiza critica a rezultatelor. Selectia loturilor de particule magnetice

A 3.2 - Dezvoltarea modelelor tumorale animale

A 3.3 - Evaluarea impactului chimioterapeuticelor prin dozarea markerilor specifici. Teste

imunohistochimice

Act 3.4 - Analiza critica a rezultatelor. Management proiect. Diseminarea rezultatelor. Raport

final

A3.1. Analiza critica a rezultatelor. Selectia loturilor de particule magnetice

Etapa I1l a proiectului a debutat cu 0 analiza critica a rezultatelor obtinute in etapele anterioare
si s-au formulat urmatoarele concluzii. Nanoparticulele obtinute in etapele anterioare au inregistrat

dimensiuni variabile, de ordinul a 250nm si 350nm, aceastd caracteristica fiind dependentd de
conditiile de sinteza. Compozitia chimica si structura moleculara a nanoparticulelor obtinute a fost
confirmata prin spectroscopie IR. Curbele de magnetizare, au evidentiat ca nanoparticulele au
prezentat un comportament superparamagnetic si o magnetizare de saturatie ridicata. Studiile de
eliberare in vitro au confirmat abilitatea acestor nanoparticule de a fi utilizate ca sisteme de eliberare
controlatd a medicamentelor, avand sensibilitate la pH, caracteristica a mediului tumoral. Studiile de
degradare in vitro, desfasurate in doua medii biologice simulate, au demonstrat susceptibilitatea la
degradare enzimatica provocata de lizozim, pH-ul influentand de asemenea procesul de biodegradare.
Din analiza rezultatelor testelor de citotoxicitate s-a constatat ca in intervalul de concentratii cuprins
intre 0.05 pg/ml si 0.5 pg/ml, loturile de nanoparticule nu prezintd efecte citotoxice, dar odata cu
cresterea concentratiei de nanoparticule, in intervalul 1- 50ug/ml se constatd o scadere a viabilitatii
celulare. In acelasi interval de concentratii, NP goale nu au manisfestat efecte citotoxice.

A 3.2 - Dezvoltarea modelelor tumorale animale

Urmatoarea activitate din cadrul proiectului a fost reprezentatd de dezvoltarea modelului
tumoral animal. Activitatile de evaluare in vivo a functionalitatii nanosistemelor magnetice de tip
teranostic folosind animale model aferente proiectului intitulat “Nanostructuri magnetice co-
incapsulate pentru aplicatii de tip teranostic In cancerul mamar: studii in vivo” au fost realizat dupa

obtinerea autorizatiei nr. 51/18.03.2022 acordate de cdtre Directia Sanitard Veterinard si pentru
Siguranta Alimentelor lasi. Studiile privind toxicitatea si eficienta nanostructurile magnetice co-
Tncapsulate au fost realizate pe model de cancer mamar utilizand 60 de animale experimentale femele
specia sobolani Wistar cu o greutate cuprinsa intre 130-170 g. Numarul total al animalelor testate a
fost de 60 impartite in 8 loturi a cate 6 animale pentru materialele testate (nanostructuri martor,
nanostructuri functionalizate, nanostructuri functionalizate cu agent de tintire, nanostructuri
functionalizate cu agent chimioterapeutic 1, nanostructuri functionalizate cu agent chimioterapeutic 2,
nanostructuri cu 2 agenti chimioterapeutici co-incapsulati, nanostructuri cu marker fluorescent,
nanostructuri multifunctionale), un lot martor si un lot control.

Au fost efectuate 2 tipuri de inducere a tumorii de cancer de san, si anume metoda de injectare
a celulor de tip LLC-WRC 256 (ATCC® CCL-38TM), si metoda chimica utilizdnd carcinogenul -
DMBA (7,12-dimetil-benzantracen, Sigma Aldrich, M=256,34 g/mol).



Act 3.4 - Analiza criticd a rezultatelor. Management proiect. Diseminarea rezultatelor. Raport
final

Tn cadrul proiectului s-au sintetizat, noi tipuri de nanoparticule magnetice functionalizate care
sd contind 2 principii active. Aceste particule "inteligente" au o structura complexa: 1) un miez
magnetic (magnetite); 2) un material de acoperire biocompatibil (N-palmitoil chitosanul biotinilat —
asigurad stabilitate in mediu fiziologic dar si multi-functionalitate); 3) agenti chiomioterapeutici
(adsorbti/ gazduiti in cavitatile interne ale nanoparticulelor); 4) o componentd de recunoastere a
celulelor tumorale (reprezentata de biotina) si 5) marker fluorescent. Compozitia chimica si structura
moleculara a nanoparticulelor obtinute a fost confirmata prin spectroscopie IR. Nanoparticulele au
prezentat un comportament superparamagnetic si 0 magnetizare de saturatie ridicata, abilitatea de a
elibera Tn mod controlat principiile active, de a degrada in mediul biologic si de a induce efecte
citotoxice in contact cu linii celulare tumorale mamare. Teste in vivo, realizate pe modele tumorale
animale au confirmat capacitatea acestor nanostructuri de a reduce volumul tumorii mamare.

Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul etapei proiectului, cod PN-111-P1-1.1-TE-2019-1671
au fost valorificate prin publicarea a 3 articole in reviste internationale de specialitate cu factor ISI, 1
articol indexat Tn baza de date internationale IEEE, 2 articole in volumele unor conferinte nationale, si
prin participarea cu 5 lucrdri la 5 conferinte internationale, 2 lucrdri la conferinte nationale,
organizarea unui workshop si respectiv redactarea unei lucrari de dizertatie si a 2 lucrari de diploma.

Pagina web a proiectului - https://coteran.grant.umfiasi.ro/
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