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1. Problema fundamentala

Cancerul constituie una din principalele cauze ale mortalitatii populatiei la nivel global,
aproximativ una din sase persoane fiind victima acestei maladii. In anul 2022 au fost raporate
aproape 20 de milioane de cazuri noi de cancer, si 9,7 milioane de decese. Estimarile sugereaza
ca aproximativ unul din cinci barbati sau femei dezvolta cancer de-a lungul vietii, in timp ce
aproximativ unul din noua barbati si una din 12 femei mor din cauza neoplasmelor maligne
[1,2].

2. Ipoteza de cercetare

Activitatea antitumorala a flavonelor este cunoscuta, fiind bine documentata in literatura
de specialitate. Aceste molecule simple prezintd o multitudine de mecanisme prin care isi
exercitd proprietatile anticanceroase si anume, moduleaza activitatile enzimelor de captare a
speciilor reactive de oxigen (ROS), induc apoptoza, participa la oprirea ciclului celular si
autofagie, suprima proliferarea si invazivitatea celulelor canceroase [3,4].

Prin complexarea flavonelor cu ioni metalici, poate avea loc modificarea profilelor
farmacocinetice si farmacodinamice, cu cresterea potentei efectelor farmacologice [5-7].
Dezavantajul principal al complecsilor metalici cu flavone este reprezentat de solubilitatea
scazuta in apa. Prin urmare, pentru a contracara acest dezavantaj se pot utiliza sisteme de
transport care pot imbunatati proprietatile farmacocinetice ale substantelor greu solubile.

Ipoteza cercetarii s-a axat pe incercarea de a maximiza proprietatile antitumorale ale unor
complecsi metalici ai flavonelor, prin imbundtatirea proprietatilor farmacocinetice si
farmacodinamice, utilizand ca strategie inglobarea complecsilor metalici in sisteme de transport.

3. Obiectivele cercetarii

In contextul global in care este necesari descoperirea de noi tratamente anticanceroase,
cercetarile realizate in prezenta lucrare se aliniazd tendintelor moderne in dezvoltarea de noi
strategii 1n terapia antitumorala. Pornind de la efectul antitumoral promitdtor al 5-
hidroxiflavonei, comparativ cu alti derivati din aceeasi clasa [8], precum si al complecsilor séi
cu AI** si Ga**, caracterizati insi printr-o solubilitate scizuti in apa, pe parcursul acestei lucrri
am evaluat posibilitdtile de Tmbunatitire a profilului farmacocinetic si farmacodinamic al
combinatiilor complexe mentionate, prin inglobarea acestor compusi in doud sisteme de

transport, obtinandu-se sistemele supramoleculare de incluziune.



4. Metodologia de cercetare

Metodologia de cercetare a urmadrit sinteza combinatiilor complexe ale 5-hidroxiflavonei
cu AI(IIT) si Ga(Ill), caracterizarea acestor complecsi, urmata de inglobarea acestora in doua
tipuri de sisteme de transport, si anume nanospongii derivati de ciclodextrine si sistemele
lipozomale. Sistemele de transport obtinute au fost caracterizate si au facut evaluate din
perspectiva citotoxicitatii si efectului apoptotic asupra a doua linii celulare umane standardizate,

derivate din tumori maligne ovariene (SKOV-3) si tumori colorectale (Lo Vo).

5. Complecsii metalici ai aluminiului si galiului cu 5-hidroxiflavona

Sinteza combinatiilor complexe ale 5-hidroxiflavonei cu ionii metalici A** i Ga®" a fost
efectuata utilizdnd un procedeu general care constd in amestecarea de solutii de sare metalica si
5-hidroxiflavona in etanol in raport molar de 1:3, corectand pH-ul solutiei finale la valoarea 6,
pentru a favoriza deprotonarea ligandului, urmata de incalzirea la reflux, timp de 3 ore, a
amestecului de reactanti.

Pentru caracterizarea complecsilor metalici sintetizati, au fost nregistrate spectrele in
infrarosu (FT-IR), in ultraviolet-vizibil (UV-VIS), si s-a realizat analiza termicd prin
calorimetrie diferentiald de scanare (DSC) si termogravimetrie (TGA). In vederea evaludrii in-
silico a complecsilor metalici a fost utilizat serviciul web SwissADME, astfel estimandu-se
anumite proprietati ce influenteaza profilul farmacocinetic al moleculelor. Complecsii metalici
incalca doua reguli ale lui Lipinski, prezentand un logP mai mare de cinci si 0 masa moleculara

mai mare de 500 Da, Tnsd conform modelului computational Veber, complecsii metalici respecta

6. Nanospongii derivati de ciclodextrine ca sisteme de transport pentru combinatiile
complexe ale AI(IIT) si Ga(III) cu S-hidroxiflavona (complecsi de incluziune)

Sinteza nanospongilor are la baza reactia de condensare a ciclodextrinelor cu ajutorul unui
agent de reticulare. Ciclodextrina utilizata a fost B-ciclodextrina, iar agentii de reticulare au fost:
difenilcarbonatul (DPC) rezultatul fiind un nanosponge cu caracter predominant hidrofob
(DPCNS), si respectiv dianhidrida piromeliticd (PMDA), obtinandu-se un polimer mai hidrofil
(PMDACD) . Datorita acestor macromolecule cu grade diferite de lipofilie, am dorit observarea
influentei acestei variabile in ceea ce priveste solubilitatea si efectele farmacodinamice ale

complecsilor analizati.



In cadrul studiilor de solubilitate s-a determinat efectul pe care il au nanospongii derivati
de ciclodextrina asupra solubilitatii combinatiilor complexe. Solubilitatea in apa a complecsilor
este scazutd (1,18 pg/mL in cazul Al-5HF si 0,71 pg/mL in cazul Ga-5HF). In prezenta
nanospongelui de ciclodextrina DPCNS, solubilitatea scade, acest lucru datorandu-se
caracterului hidrofob al macromoleculei. In ceea ce priveste polimerul cu dianhidrida
piromelitica, prin condensarea moleculelor de ciclodextrina cu ajutorul agentului de reticulare,
raman grupari carboxilice libere, care cresc gradul de hidrofilie al macromoleculei. Prin urmare,
prin interactiunea combinatiilor complexe metalice cu polimerul PMDACD, solubilitatea in apa
a complexului de AI(III) a crescut de aproximativ 9,5 ori, iar in cazul complexului de Ga(III) de
aproximativ 16,5 ori.

Au fost determinate si diagramele de faza solubilitate, dupa modelul Higuchi si Connors
[9]. Evaluarea concentratiei analitilor a fost efectuata spectrofotometric. In cazul complexului
Al-5HF in prezenta DPCNS s-a observat un trend descrescator, solubilitatea complexului de
incluziune format fiind foarte scazuta; astfel, in prezenta nanospongelui, complexul metalic
incepe sa precipite imediat, atingand un platou la aproximativ 2 pg/mL. In cazul complexului
Ga-5HF s-a observat o diagrama de fazd-solubilitate de tip Bs, unde nanospongele creste initial

solubilitatea complexului, ajungand la un platou, dupa care urmeaza un trend descrescator.

Diagrama de faza-solubilitate
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Figura 1. Diagrame de faza solubilitate in prezenta DPCNS

in prezenta polimerului PMDACD solubilitatea complecsilor metalici Al-5HF si Ga-SHF
creste odatd cu cantitatea de PMDACD adaugata. Astfel, digramele de fazd-solubilitate sunt de
tip AL, unde dependenta este liniard, punctele inscriindu-se pe o dreapta cu un coeficient de

corelare R? de 0,9805 in cazul AI-5HF si 0,9948 in cazul Ga-5HF.
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Diagrama de faza-solubilitate
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Figura 2. Diagrame de faza solubilitate in prezenta PMDACD

Complecsii de incluziune au fost preparati prin inglobarea complecsilor metalici de AI(III)
st Ga(Il) in reteaua tridimensionald reticulata a nanospongelui. Aceastd inglobare s-a efectuat
atat in suspensie apoasa urmata de uscare, rezultdnd compusii denumiti AI-SHF-DPCNS2 si Ga-
SHF-DPCNS2, cat si mecanochimic prin triturare, obtindndu-se AI-SHF-DPCNS1 si Ga-5HF-
DPCNSI, respectiv AI-SHF-PMDACDI1 si Ga-SHF-PMDACDI1. Complecsii de incluziune au
fost caracterizati prin spectrometrie FT-IR, UV-VIS si prin analiza termica DSC si TGA, prin
coroborarea acestor tehnici demonstrandu-se interactiunile care au loc intre complecsii metalici
st macromoleculele de nanosponge.

In vederea evaludrii procesului de inglobare au fost determinate si capacitatea de incarcare
st eficienta de Incapsulare a nanospongilor, determinarea fiind efectuatd printr-o tehnica
cromatografica de inaltd performanti cu fazi inversa (RP-HPLC). In ceea ce priveste eficienta
de Incapsulare, aceasta a prezentat valori intre 64,96 + 1,92 pentru complexul de incluziune Al-
SHF-PMDACDI si 91,00 + 1,73 pentru Ga-SHF-DPCNS2. in stransi corelatie sunt si
rezultatele de la capacitatea de incarcare, acestea variind intre 10,43 £+ 0,31 pentru Al-5HF-
PMDACDI s1 13,82 + 0,26 pentru Ga-SHF-DPCNS2. Mai mult decat atat, se pot observa valori
mai ridicate pentru Ga-5HF, comparativ cu Al-5HF.

7. Lipozomii ca sisteme de transport pentru combinatiile complexe ale AI(III) si
Ga(III) cu 5-hidroxiflavona

Metoda de preparare a lipozomilor a avut la baza tehnica hidratarii stratului lipidic, si s-a
bazat pe solubilizarea substantelor lipofile n solventi organici, urmata de evaporarea acestora

pentru a obtine un film lipidic. Filmul rezultat a fost ulterior rehidratat cu o solutie
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corespunzatoare pentru a forma vezicule lipozomale multilamelare (MLV), care au fost
extrudate in mod repetat prin membrane de policarbonat pentru obtinerea de vezicule
lipozomale unilamelare (SUV).

Au fost preparate doua formulari lipozomale pentru fiecare complex. Prima formulare
contine complexul studiat prins intr-o matrice de Phospholipon 90G si Tween 80 ca surfactant.
Codificarile acestor formulari lipozomale in prezentul studiu au fost: Al-SHF-lipl (pentru
complexul metalic al aluminiului) si Ga-5HF-lip1 (pentru complexul metalic al galiului). A doua
formulare contine in plus colesterol. Codificarile acestor formuldri lipozomale in prezentul
studiu au fost: Al-5HF-lip2 (pentru complexul metalic al aluminiului) si Ga-5HF-lip2 (pentru
complexul metalic al galiului). Colesterolul adaugat in formularile Al-SHF-lip2 si Ga-5HF-lip2
are rolul de a conferi stabilitate structurala suplimentara lipozomilor. Colesterolul se
intercaleaza in structura bistratului fosfolipidic, reducand fluiditatea membranei si crescand
rezistenta mecanica a lipozomilor.

Caracterizarea fizico-chimicd a formuldrilor lipozomale obtinute s-a realizat prin
evaluarea dimensiunilor particulelor sistemelor rezultate si a indicelui de polidispersie (PDI)
utilizand tehnica DLS (imprastiere dinamica a luminii), precum si prin evaluarea potentialului
electrocinetic al acestora.

Au fost obtinuti lipozomi cu dimensiuni medii intre 134 nm s1 230 nm, cu formularile Ga-
SHF-lip2 prezentdnd cele mai mici dimensiuni (133,98+8,34 nm). Valorile PDI obtinute au
variat intre 0,216140,011 si 0,3220+0,027, indicand o distributie dimensionald uniforma, cu cea
mai omogend formulare fiind Ga-SHF-lip2. Acest rezultat sugereaza cd aceasta formulare are
particule cu dimensiuni similare, ceea ce este crucial pentru stabilitatea si reproductibilitatea
lipozomilor 1n aplicatii clinice. Potentialul electrocinetic al formularilor a variat intre -6,42+0,79
mV si-8,56+0,21 mV, indicand o stabilitate electrostatica adecvata. Ga-5SHF-lip2 a prezentat cel
mai negativ potential electrocinetic (-8,56+0,21 mV), ceea ce sugereaza o stabilitate coloidala
mai mare, esentiald pentru prevenirea agregarii $i mentinerea unei suspensii stabile.

8. Evaluarea in vitro a citotoxicitatii produsilor studiati si a efectului asupra
procesului apoptotic pe linii celulare tumorale umane si pe celule normale umane

Pentru realizarea testelor de citotoxicitate, am utilizat doud linii celulare umane
standardizate, derivate din tumori maligne ovariene (SKOV-3) si tumori colorectale (LoVo).

Studiul a vizat investigarea efectului complecsilor metalici neinclusi si respectiv inclusi in
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sistemele de transport studiate asupra celulelor tumorale LoVo si SKOV-3 comparativ cu linia
celulard normalda HUVEC, sub raportul impactului asupra proliferdrii si apoptozei celulare.
Controlul pozitiv al studiului a fost citostaticul cisplatina (CisPt), utilizatd iIn mod obisnuit
pentru tratarea cancerului de colon si ovarian. Am expus liniile celulare la diferite concentratii
ale compusilor si sistemelor de transport timp de 24 si 48 ore la concentratii cuprinse intre

0,3125 si 50 pg/mL.

LoVo 24h LoVa 48h

100 100

= 50 ug/ml 50 pg/ml

w25 ug/ml =25 pg/ml
12.5 pg/ml

z
0 =z 12.5 pg/ml

6.25 pg/mi 2 6.25 pg/ml

= 3.125 pg/ml B3.125 pgml

= 1.56 pg/mil = a " *1.56 pg/ml

=0.625 g/l =0 20.625 ng/mt

= 03125 pg'ml =0.3125 pg/ml

Ga SHF Ga SHF-DPCNS2  Ga SHF PMDACD1 Cis- Pt Ga-SHF Ga-SHF-DPCNS2  Ga-SHF-PMDACD1 Cis-Pt

2

Viability (%)

E
Viabilty (%)

Figura 3. Impactul complexului Ga-5HF izolat si inclus in nanospongi asupra viabilitatii

celulelor tumorale de colon LoVo.

Analiza datelor de viabilitate obtinute Tn urma tratamentului liniei tumorale LoVo cu
complexul Ga-SHF-PMDACDI] aratd ca dupd 24 de ore de tratament, acesta actioneaza ca
citostaticul de referintd (CisPt), inhiband semnificativ viabilitatea celulara indiferent de
concentratie (Fig. 3).

In cazul complecsilor Ga(IIT) cu nanospongi, dupa 48 de ore de tratament a fost observat
un efect mult mai puternic decat cel indus de Ga-5SHF. Efectul compusului Ga-SHF-PMDACDI1

este comparabil cu cel al cisplatinei, inhiband viabilitatea celulelor LoVo sub 50%.

SKOV.3/24h SKOV-3/48h

=50 pg/ml =50 pg/ml

» 25 pg/ml 25 pg/ml
12.5 pg/ml F 6 = 12.5 pg/ml
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Vibility (%)
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40 & 1.56 pg/ml
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Figura 4. Impactul complexului Ga-5HF izolat si inclus in nanospongi asupra viabilitatii

celulelor tumorale SKOV-3.
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In cazul celulelor tumorale SKOV-3, se poate observa o diferentd mare intre cele doua tipuri
de nanospongi, complecsii polimerului hidrofil fiind mult mai putin activi comparativ cu cei ai
nanospongelui lipofil DPCNS, indiferent de ionul metalic. Prin compararea din punct de vedere al
ionilor metalici, se observa o activitate mai pronuntata in cazul complecsilor Ga(Ill). Mai mult
decat atat, complexul Ga-SHF-DPCNS2 prezintd efecte antitumorale pe aceasta linie de celule
asemanatoare cu cele ale Cis-Pt.

In ceea ce priveste procesul apoptotic, activitatea cea mai buna au prezentat-o formularile
lipozomale cu complex de Ga(Ill). In urma tratamentului celulelor tumorale ovariene SKOV-3
cu formularile Ga-5HF-lip1 si Ga-5HF-lip2, timp de 48 de ore, la cele doua concentratii de lucru
(0,5 si 5 pg/mL), se inregistreaza o crestere a procentelor de apoptoza, aproape de doud ori mai

mari decat citostaticul Cis-Pt (Fig. 5).
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Figura 5. Efectul complexului Ga-5HF izolat si inclus in lipozomiasupra procesului apoptotic

al celulelor tumorale SKOV-3

9. Concluzii si contributii personale

9.1. Concluzii

In prezenta tezi de doctorat, am urmirit imbunititirea profilelor farmacocinetice si
farmacodinamice ale unor complecsi ai derivatului flavonic natural 5-hidroxiflavona cu ionii
metalici AI** si Ga’*.

Complecsii metalici studiati sunt descrisi 1n literaturd, dovedind efecte antitumorale
promititoare. In prezenta lucrare, am sintetizat compusii pe baza metodelor din literatura si am
verificat identitatea si puritatea acestora prin metode FT-IR, UV-VIS si prin analiza termica:
TGA si DSC. Folosind metode in silico, am realizat o analizd de predictie a unor proprietati

farmacocinetice ale complecsilor metalici studiati.
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In vederea maximizarii efectelor farmacodinamice si a profilelor farmacocinetice ale
acestor compusi, am sintetizat doud tipuri de sisteme de transport: nanospongii derivati de
ciclodextrine si lipozomii.

Am preparat doud tipuri de nanospongi, unul hidrofil si unul hidrofob folosind dianhidrida
piromelitica, respectiv difenilcarbonatul ca agenti de reticulare. Confirmarea formarii
complecsilor de incluziune a fost demonstrata prin doud tehnici diferite, si anume FT-IR si
analiza termicd TGA si DSC.

In studiile de solubilitate efectuate am aritat ¢ incluziunea in nanospongele hidrofil
PMDACD duce la o crestere semnificativa a solubilitatii complecsilor metalici. Prin diagramele
de faza-solubilitate s-a observat o dependenta liniard a concentratiei complecsilor in prezenta
cantitatilor crescatoare de nanosponge PMDACD.

Cel de al doilea tip de incapsulare studiat a fost reprezentat de sistemele lipozomale. Am
preparat doua tipuri de lipozomi, in care au fost inglobati complecsii metalici ai aluminiului si
galiului cu 5-hidroxiflavona.

Ambele tipuri de sisteme supramoleculare au facut subiectul unui studiu de determinare a
citotoxicitatii si a efectului asupra procesului apoptotic, studiile fiind realizate in vitro, pe linii
de celule tumorale umane LoVo si SKOV-3, comparativ cu linia celulara normala HUVEC.
Controlul pozitiv al studiului a fost citostaticul cisplatina, care este utilizatd in mod obisnuit
pentru a trata cancerul de colon si ovar.

Complecsii de incluziune cu nanospongele hidrofil PMDACD afecteazd semnificativ
celulele tumorale de colon LoVo, cu un efect asemandtor cu cel al cisplatinei, in cazul
complexului Ga(IlI) efectul fiind chiar superior antitumoralului pe studiile in vitro efectuate.

Complecsii de incluziune cu nanospongele hidrofob Al-SHF-DPCNS2 si Ga-5HF-
DPCNS2 au fost cei mai eficienti pe celulele tumorale ovariene SKOV-3, efectele citostatice
fiind comparabile cu cisplatina.

Atat complecsii de incluziune cu nanospongii, cat si complecsii lipozomali ai galiului s-
au dovedit a fi mai eficienti decat cei ai aluminiului..

Comparand cele doua sisteme de transport, pe ambele tipuri de celule, nanospongii
derivati de ciclodextrine s-au dovedit a avea actiune citotoxicd superioard sistemelor

lipozomale.
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In ceea ce priveste studiul procesului apoptotic, in cazul celulelor tumorale LoVo, toate
sistemele supramoleculare preparate au determinat o crestere a apoptozei asemandtoare cu cea
indusa de cisplatind. Celulele tumorale SKOV-3 au suferit o crestere diferitd a procesului
apoptotic: In cazul complecsilor aluminiului si galiului cu nanospongele hidrofil PMDACD
cresterea este asemdnatoare cu cea determinatd de cisplatind, iar in cazul complecsilor
lipozomali aceasta este chiar superioara antitumoralului.

9.2. Contributii personale

Lucrarea de cercetare prezinta contributii personale 1n ceea ce priveste dezvoltarea de noi
agenti de transport ai moleculelor cu efecte antitumorale, prin aceastd metoda imbunatatindu-se
anumite proprietati ce influenteaza profilul farmacocinetic si farmacodinamic.

Caracterul de originalitate este constituit de realizarea complecsilor de incluziune formati
intre complecsii metalici si cele doud sisteme de transport studiate, aceasta asociere nefiind
citata in literatura de specialitate.

Contributiile originale ale tezei de doctorat includ completarea caracterizarii fizico-
chmice a complecsilor metalici studiati (capitolul 5), sintetizarea nanospongilor si a
complecsilor de incluziune cu nanospongii si caracterizarea acestora (capitolul 6), prepararea si
caracterizarea complecsilor lipozomali (capitolul 7), precum si evaluarea in vitro a efectului
farmacologic al formularilor obtinute In cadrul tezei e doctorat (capitolul 8). Metoda HPLC de
determinare cantitativd a ligandului din capitolul 6 prezintd de asemenea caracter de

originalitate.
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