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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de incapsulare a
nanoparticulelor magnetice in eritrocite umane utilizate
ca agenti de contrast in imagistica RMN. Procedeul
conform inventiei consta in dializa eritrocitelor in pre-
zenta de nanoparticule magnetice pe baza de fier de
dimensiuni 5...55 nm, suspendate in ser fiziologic, timp
de 1...4 h, utilizdnd 50...75% un mediu hipotonic SAGM
continand 150 mM NaCl, 1,25 mM adenina, 45 mM
dextroza, 30 mM manitol, 2, 51mM fosfat monosodic, la
temperatura de 25°C, sub agitare continua, urmata de

recuperarea eritrocitelor tratate prin centrifugare la
600 g si spélare cu solutie hipertonica de mediu de
conservare, rezultand eritrocite umane incarcate cu
nanoparticule magnetice/ superparamagnetice avand
un continut de 38,5...69,25% Fe incapsulat, cu o
viabilitate celulara corespunzatoare, similard cu a
eritrocitelor native.
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DESCRIEREA INVENTIEI

Procedeu de incapsulare a nanoparticulelor magnetice in
eritrocite pe bazi de mediu hipotonic SAGM pentru diverse
aplicatii medicale.

Prezentul brevet raporteazi o procedurd de incorporare a nanoparticulelor
magnetice in eritrocite umane printr-o deschidere tranzitorie a porilor membranei celulare

utilizand un mediu hipotonic SAGM pentru diverse aplicatii medicale.

in prezent, nanoparticule magnetice (MNP), mai mici de 100 nm, pot fi utilizate atat
in scopul diagnostic (imagistic), cat Si in scop terapeutic, sub formé de sisteme cu eliberare
controlatd a medicamentelor (Yezhelyev et al., 2006; Emerich & Thanos, 2006; Cuenca et
al., 2006; Jain, 2006). In cazul imagisticii prin rezonanti magnetica (IRM) nanoparticulele
bazate pe oxizi de fier, prezintd un potential deosebit (Bonnemain, 1998) pentru detectarea
timpurie a cancerului si terapia specifica, reducand procedurile invazive si efectele secundare
pentru tesuturile sdnitoase din jur (Moghimi et al. 2001; Peer et al., 2007). Utilizind MNP,
intr-o leziune maligna se poate aplica un cdmp magnetic controlat din exteriorul organismului
pentru a directiona transportul particulelor cétre {inta terapeutica.

Nanoparticulele din carburd de fier pot fi folosite ca materiale magnetice in scop
le fac potrivite sd fie considerate nu doar promititori agenti de contrast in imagistica
medicald dar si materiale active in hipertermia magneticd, in cazul tratamenului
cancerului (Szabo & Vollath, 1999). De asemenea, s-au efectuat studii pentru a
demonstra potentialul eritrocitelor incércate cu nanoparticule feroase magnetice pentru a
fi utilizate ca substante de contrast (Gleich & Weizenecker, 2005).

Chiar dacd rezultatele studiilor sunt pozitive si promititoare, nanoparticulele au
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un anumit grad de toxicitate pentru celule (Tusa ef al., 2014), iar nanofaza de Fe?* sau
fier zero valent neprotejat poate induce stresul oxidativ asupra celulelor, motiv pentru
care a fost evaluatd posibilitatea de incapsulare a nanoparticulelor pe baza de fier in
eritrocite.

in prezent se cauti solutii pentru produse mai eficiente, iar eficacitatea acestora
este deseori compromisd de recunoasterea si eliminarea acestora de citre sistemul
reticuloendotelial (SER) 1nainte de a ajunge la tesutul {inta.

Utilizarea nanoparticulelor magnetice (MNP) ca agent de contrast pentru
imagistica prin rezonantd magneticd (RMI), atdt de mult utilizatid in prezent, are ca
principal dezavantaj eliminarea rapida a acestora 1in timpul circulatiei sistemice de cétre
sistemul reticuloendotelial (macrophage splenice, celule Kupffer in ficat), ceea ce aduce
inconveniente majore in monitorizarea pe termen lung a bolilor cardiovasculare.
Termenul de "eritrocite transportoare" (carrier RBCs) a fost introdus pentru prima daté in
1979. in prezent celulele rosii din singe (RBCs) pot fi utilizate pentru administrarea
vascularda a medicamentelor (incapsulate sau fixate la suprafata eritrocitului), a
substantelor biologice Si nanoparticulelor cu diferite compozitii (Villa et al., 2016).

Ca transportori, hematiile umane oferd o multitudine de avantaje, inclusiv
biodisponibilitate, biocompatibilitate, capacitatea de a transporta volume mari Si
longevitate in circulatie (aproximativ 120 zile la om), ceea ce le face un vehicul extrem
de atractiv pentru administrarea vasculard a moleculelor si nanoparticulelor. Avand in
vedere numdérul mare de agenti pentru imagistica pe bazi de oxid de fier, aprobati pentru
uzul clinic, se incearcd modelarea nanotransportorilor conform modelului eritrocitului
pentru a concepe platforme de ultima generatie (Zimmermann, 1983; Jaitely et al., 1996;
Doshi et al., 2009; Merkela et al., 2011).

in general, incapsularea particulelor in hematii se bazeazi pe acelasi principiu de
gonflare hipotonicd, care deschide pori in membrana celulard, permifdnd nanoparticulelor
sa difuzeze in celuld inainte de a readuce celula in conditii izotone pentru a sigila porii
(Wu et al., 2014). Aceasta metodd presupune ca nanoparticulele s fie suficient de mici
pentru a putea patrunde prin pori.

Oxidul feros si oxidul feric sunt constituentii principali ai nanoparticulelor

magnetice i, datoritd faptului ca acestea sunt atrase de un cAmp magnetic, pot fi utilizate
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pentru procesele de bioseparare, inclusiv de sortare a celulelor si de administrare a
medicamentelor in zone specifice ale organismului (drug targeting) (Ito et al., 2005).
Dimensiunea particulelor variaza foarte mult §i influenteaza proprietatile lor fizico-
chimice si farmacocinetice (Allkemper et al., 2002). Eritrocitele incarcate cu oxid de fier
superparamagnetic sunt o constructie artificiald eficientd ca substantd de contrast, in
special pentru vizualizarea si detectarea unor defecte de angiogeneza Si pentru detectarea
vaselor ocluzate in regiuni bine definite ale corpului, modificiri care pot duce la
hemoragii. Livrarea medicamentelor pe baza megnetismului se utilizeazd pentru
inlocuirea sau imbunétitirea tratamentului chimio/radioterapic (Liibbe, et al., 2001;
Hilger et al., 2002; Zhou et al., 2006). Substantele de contrast care incorporeazi
nanoparticule superparamagnetice de oxid de fier sunt utilizate ca mijloc de vizualizare a
celulelor marcate, utilizind RMN.,

Eritrocitele expuse la dializd cu un tampon hipotonic capteazd foarte bine
nanoparticule superparamagnetice de oxid de fier si pot fi utilizate ca substante de contrast
in IRM. Astfel de eritrocite pot fi, de asemenea, utilizate ca vehicule de eliberare a
medicamentelor.

Nanoparticulele magnetice pe bazé de fier, cu mai putin de 15 nm diametru,
pot deveni superparamagnetice si pot fi utilizate atat in scop diagnostic (imagistic),
cdt si in scopuri terapeutice, inclusiv ca sisteme de eliberare controlatd a
medicamentelor. O provocare semnificativa in obtinerea transportorilor eritrocitari este
asociatd cu imbunétatirea comportamentului (duratei) lor de viata in vivo. Eficacitatea lor
este de multe ori compromisa datoritd metodei de obtinere, ceea ce poate diminua durata
de viatd si poate conduce la recunoasterea lor ca ,non-self” de catre sistemul
reticuloendotelial (RES) al organismului, o datd cu injectarea intravenoasa a acestora.

Modificarile de morfologie insotite de modificari de structurd a membranei
eritrocitare afecteazi direct farmacocinetica Si biodistributia transportorilor eritrocitari.

Problema tehnicd pe care urmareste sd o rezolve inventia constd in inglobarea
(incapsularea) nanoparticulelor feroase utilizind medii hipotonice plecand de la un mediu
aditiv hypertonic SAGM (376 mOsm/l), produs si furnizat de MacoPharma Company,
Franta, si utilizat in centrele de transfuzii pentru conservarea concentratului eritrocitar

care asigura o bund viabilitate a eritrocitelor prin compozitia sa (Adenina-1,25 mM;

I
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Clorurd de sodiu-150 mM; Dextrozi-45 mM; Manitol-30 mM; Fosfat monosodic-2,51
mM, pH 5.6-5.8). Mai multe tari aplicd acest mediu pentru o perioadd de depozitare a
sangelui de 6 saptamani (Europa, UK, Australia, Canada, Noua Zeelanda). inglobarea
nanoparticulelor intr-un mediu hipotonic complex, protectiv, asigura o mai bund
viabilitate a transportorului eritrocitar.

Tamponul hipotonic poate fi prezent intr-o concentratie adecvatd pentru a realiza
deschiderea porilor si patrunderea nanoparticulelor in eritrocite. Dacd osmolaritatea
tamponului hipotonic este prea mare, atunci formarea porilor nu se poate produce, in timp
ce in cazul in care osmolaritatea este prea micd, pot apdrea leziuni excesive ale
eritrocitelor, cu afectarea viabilitatii eritrocitare. Astfel, in urma experimentelor efectuate
este preferatd o gama de medii hipotone variind intre 75% si 50% SAGM, in functie de
madrimea $i natura nanoparticulelor de inglobat.

Durata expunerii eritrocitelor la tamponul hipotonic poate fi diferitd, intre 30
minute si 6 ore, preferabil fiind intre | si 4 ore. In functie de tipul de nanoparticule este
preferabil sa se minimizeze timpul de expunere cdt mai mult posibil, asigurdnd in acelasi
timp absorbtia cantitdtii maxime de nanoparticule, deoarece eritrocitele porate sunt mult
mai vulnerabile.

Recuperarea hematiilor tratate se face dupd indepartarea tamponului de dializa
prin centrifugare si spalarea acestora cu mediul hipertonic de conservare SAGM, de 3 ori
pentru eliminarea tuturor nanoparticulelor extracelulare (neinternalizate). Eritrocitele pot
fi apoi stocate in mediu SAGM inainte de utilizare. Eritrocitele utilizate este preferabil sa
fie recoltate de la pacientul beneficiar sau de la un donator compatibil sau donator
universal.

Produsul (hematiile umane incarcate cu nanoparticule magnetice), conform
inventiei, reprezinta un suport (biomaterial) biocompatibil destinat aplicatiilor medicale.

Prezenta inventie furnizeazd deasemeni un procedeu rapid si eficient de obtinere a
eritrocitelor umane incdrcate cu nanoparticule superparamagnetice utile ca agenti de
contrast in imagistica de RMN, in special a sistemului circulator, pentru detectarea
vaselor ocluzate, a vaselor deteriorate care duc la singerare sau a angiogenezei
modificate in unele zone ale corpului. Aceste eritrocite pot contine de asemenea unul sau

mai multe medicamente co-incapsulate cu nanoparticule magnetice care pot fi conduse de
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un cdmp magnetic extern pentru a elibera medicamentul incapsulat in organe selectate
(eliberarea tintitd a medicamentelor).
Transportorul eritrocitar incarcat cu nanoparticule obtinut in conformitate cu
prezenta inventie, prezintd urmdtoarele avantaje:
v Produsul asigurd o incapsulare eficientd a nanoparticulelor;
v" Suportul este biocompatibil si biodegradabil, fiind constituit dintr-o celuld umana,
respectiv hematii umane compatibile prin transfuzie sanguina;
v Biomaterialul este usor de manipulat si de injectat;

v" Procedeul de obtinere este relativ simplu si fezabil.

EXEMPLU

Procedeul de obtinere al hematiilor incarcate cu nanoparticule magnetice, descris

conform inventiei, consta in:

1. Sangele uman a fost colectat de la voluntari sdndtosi in tuburi heparinizate.

2. Hematiile din sange (RBCs) au fost izolate din sdngele proaspit recoltat prin
centrifugare la 1400g la 4°C, timp de 10 minute, Tinliturandu-se
supernatantul seric ce contine plachete (PRP) si stratul alb de leucocite.
Sedimentul eritrocitar a fost spélat de trei ori cu mediu hipertonic SAGM si
apoi resuspendat in acelasi mediu SAGM.la un hematocrit de 80%.

3. Hematiile au fost dializate in prezenta nanoparticulelor magnetice pe bazi de
fier cu dimensiuni de la 5 la 55 nm, suspendate in ser fiziologic (structurd
compozitd cu miez de carbon si invelis de fier — Fe,C) furnizate de Institutul
National pentru Fizica Laserilor, Plasmei si Radiatiei, (INFLPR), Romania,
timp de 4 ore, utilizdnd un mediu hipotonic 55% SAGM, la 25°C (temperatura
camerei), sub agitare continua.

4. Eritrocitele incarcate au fost recuperate prin centrifugare la 600g si spélate de

3 ori cu solutie hipertonica de mediu de conservare SAGM.
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Analiza transportorului eritrocitar obfinut s-a efectuat prim microscopie
electronici de scanare (SEM) (Fig. 1), microscopie electronica de transmisie
(TEM)(Figura 2), analiza EDX (raze X cu dispersie energeticd) (Fig. 3) si citometrie 1n
flux (Figura 4).

Toate analizele au indicat conservarea morfologiei eritrocitare, respectiv a formei
discoidale (Fig. 1), au confirmat inglobarea nanoparticulelor in eritrocitele umane ( Fig. 2

si Fig. 3), si o viabilitate celulard corespunzitoare, foarte apropiatd de cea a hematiilor

native.
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REVENDICARI

Procedeu de incapsulare a nanoparticulelor magnetice in eritrocite pe bazd de
mediu hipotonic variind intre 75% si 50% SAGM, obtinut din mediul SAGM de

conservare a concentratului globular (CGR) in centrele de transfuzii.

Utilizarea transportorilor eritrocitari cu nanoparticule magnetice incapsulate
obtinuti pentru diverse aplicatii medicale de imagistica prin rezonantd nucleara si
eliberarea tintiti a medicamentelor prin co-incapsulare de medicamente cu

nanoparticule magnetice.
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Figura 1. Analiza prin microscopie electronicd de scanare (SEM) a eritrocitelor in
mediu hipotonic 55% SAGM incubate cu nanoparticule magnetice.
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Figura 2. Analiza prin microscopie electronicd de scanare (SEM) a
eritrocitelor in mediu hipotonic 55% SAGM incubate cu nanoparticule magnetice.
A - hematii cu nanoparticule incapsulate in interiorul hematiilor (sectiune
transversald); B - imagine de detaliu a unui fragment de hematie cu nanoparticule
an interiorul celulei. Sageata neagra - nanoparticule in suspensia hipotonica
SAGM, sdgeata alba - nanoparticule incapsulate in interiorul hematiilor umane.
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Figura 3. Analiza in sistem EDX a spectrului de compozitie pentru hematiile in mediu
hipotonic 55% SAGM incubate cu nanoparticule magnetice. Compozitia procentuald (%)
in Fe a variat intre 0% pentru hematiile martor (A) si o medie de 38,5%, (cu un maxim de
69,25%) pentru hematiile congindnd nanoparticule magnetice, ceea ce denotd o
incapsulare foarte buna a nanoparticulelor ferice in hematiile umane.
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Figura 4. Evaluarea comparativa a viabilitatii eritrocitelor incubate cu nanoparticule in
mediu hipotonic 55% SAGM (Proba 2) comparativ cu valorile de fluorescentd pentru
eritrocitele incubate in acelagi mediu in absenta nanoparticulelor (Proba 1) si hematiile
martor native (RBCs martor). Valorile reprezinta fluorescenta in sistem FL1 exprimati ca

medie de fluorescentd (MFI) a calceinei.
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