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Sisteme pe baza de nanotuburi de carbon utilizate in terapia cancerului

— Descriere

Nanotuburile de carbon, reprezintd nanoparticule de carbon, alcituite din foi subtiri de
inele benzenice in forma tubulard, utilizate in domeniul biomedical datoritid proprietatilor lor
fizico-chimice deosebite. Nanotuburile de carbon fac parte din familia fulerenelor si reprezinté a
treia formd alotropa a carbonului, aldturi de grafit si diamant. In urma a numeroase cercetari s-a
ajuns la concluzia ci pot fi utilizate atit la detectarea celulelor canceroase, cit si la livrarea
medicamentelor anticancerigene. Datoritd suprafetei superioare a nanotuburilor de carbon, este
posibild prinderea moleculelor, cum ar fi a celor de medicament sau de alte molecule cu rol
benefic pentru organism (peptide, acizi nucleici).

Trecand la structura lor, acestea pot existd sub doud forme: nanotuburi cu un singur
perete (SWCNTSs) si nanotuburi de carbon cu mai multi pereti (MWCNTS). Inventia se refera la
utilizarea nanotuburilor cu mai multi pereti datoritd proprietatilor lor care sunt superioare celor
cu un singur perete. Nanotuburile de carbon cu mai multi pereti prezintd avantaje, atit datorita
fabricdrii lor cu usurintd si in cantitdfi mari, cat si stabilitdtii lor fizico-chimice. Cele cu un
singur perete isi pot schimba aceste proprietéti datoritd defectelor care apar la nivelul structural
al peretelui. )

Inventia se refera la asocierea unui medicament utilizat in domeniul oncologiei, mai
precis in tratarea cancerului pulmonar, numit Pemetrexed disodic cu Quercitina, un flavonoid cu
propietdti antiioxidante, cu scopul de a reduce toxicitatea nanotuburilor de carbon utilizate la
transportul medicamentului. Quercetina (3,5,7,30 ,40 -pentahidroxiflavona) este elementul
principal din subclasa de flavonli, datoritd proprietitilor antiioxidante, antiinflamatorii,
antialergice si anticancerigene, ceea ce o face potrivitd pentru cererea de brevet. A fost
demonstrat faptul ci o dozd mica din acest flavonoid este responsabild de “inhibarea proliferarii
celulare prin provocarea apoptozei si/sau a opririi ciclului celular”.

Pemetrexedul s-a dovedit a fi benefic in tratarea a doud tipuri de cancer: cancerul
mezoteliom pleural si cancerul pulmonar “altul decdt cel cu celule mici”. De asemenea,
Pemetrexed poate fi utilizat si In tratarea altor tipuri de cancer. S-a observat o mai. buna
functionare a Pemetrexedului in combinatie cu Cisplatina, in cazul pacientilor care nu au fost

tratati anterior prin chimioterapie si a pacientilor cu cancer care nu poate fi operat.
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In literatura de specialitate s-au efectuat diferite studii avand ca subiect utilizarea
diferitelor combinatii pe baza de medicamente si nanotuburi de carbon.
In brevetul WO2014159760A1, “Liposome oxaliplatin compositions for cancer therapy”
inventator William Mcghee, cesionar Mallinckrodt Llc (2014) prezinta o compozitie pentru
tratamentul cancerului. Compozitia include: (a) lipozomi zwitterionici constand in 50-70 mol. %
lipide fosfatidilcoline sau un amestec de lipide fosfatidilcoline, 25-45 mol. % colesterol, 2-8%
lipidae-PEG; si (b) oxaliplatina, incapsulatd in lipozomi intr-o cantitate astfel incét raportul
dintre greutatea totald a lipidelor si greutatea oxaplatinei este de la aproximativ 20:1 pani la
aproximativ 65:1. Metodele pentru prepararea oxaliplatinei lipozomale si tratamentul cancerului
sunt, de asemenea, prezentate.
Brevetul US8440704B2 “Quercetin-containing compositions”, inventator Thomas Christian
Lines, cesionar Quercegen Pharmaceuticals LLC (2013) prezintd o compozitie care contine
quercetind, vitamina B3 si vitamina C, in care raportul in greutate dintre quercetind, vitamina B3
si vitamina C este 1: 0,02-1: 0,2-2,5. Compozitia, fie in forma uscati, fie sub forma lichida poate
fi folosita pentru tratarea unor boli, printre care si diferite cancere. |
Brevetul US9107944B2 “Immunologically modified carbon nanotubes for cancer treatment”,
inventator Wei R. Chen, cesionar University of Central Oklahoma (2015) prezintd o metoda
pentru construirea unui compus de nanotuburi modificate imunologic si b metoda de utilizare a
compusului pentru a elibera imunoadjuvanti la celulele tumorale si pentru a produce reactii
fotofizice i imunologice sinergice vizate, pentru tratamentul cancerului. Pentru a prepara
nanotuburile modificate imunologic, nanotuburile de carbon sunt dizolvate intr-o solutie de
chitosan glicat, un imunostimulant, prin urmare, folosind chitosan glicatat ca surfactant pentru
stabilizarea solutiei apoase de nanotuburi. Compusul poate fi utilizat pentru tratamentul
cancerului. Nanotubul serveste ca un purtdtor pentru a elibera imunoadjuvantii celulelor
tumorale §i serveste ca agent de absorbtie a luminii intr-un corp celular al unei tumori intr-o

gazda.
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Partea I-a - Materiale si metode.
Pregitirea probelor

Au fost preparate 3 probe pe bazd d¢ MWCNT- COOH in triplicat astfel: 10 mg de

MWCNT-COOQOH au fost puse in contact cu 10 mL solutie de pemetrexed (Pm) de concentratie
1g/L, 10 mL quercitind (Q) 0,1 g/L, respectiv 10 mL amestec Pm si Q (1 g/L Pm si 0.1 g/L Q).

Probele au fost ldsate in contact 24 ore si apoi centrifugate la 8000 rpm timp de 30 minute, iar

sedimentul a fost analizat.

Analiza FT-IR

Legarea pemetrexedului, respectiv a quercitinei d¢ MWCNTs a fost evidentiatd prin

spectroscopie ATR-IR cédnd s-au observat urmétoarele aspecte (Fig. 1):

Prezenta unor benzi extinse la 3419 - 3289 cm! in spectrul probei MWCNTs-
Qcaracteristice gruparilor OH fenolice provenite din structura quercitineisi grupari C-O
la 1000 cm™;

proba MWCNT- Pm prezintd pik-uri caracteristice pemetrexedului, astfel 1in regiunea
1345-1266 cm’ apar benzi specifice gruparilor C-N, la 1671 cm™ legaturi dublelor
C=0, iar intre 1621 si 1401 cm legaturile duble C=C provenite din inelele aromatice
ale pemetrexedului;

- in cazul probei MWCNTs-Pm-Q analiza FTIR a evidentiat prezenta unor
benzi caracteristice celor doud substanti: 3290 cm ! pentru grupdrile OH provenite din
querciting, dar si la 2917 cm’! aferente gruparilor N-H si la 1317 em'1 pentru legaturi C-
N provenite de la pemetrexed. De asemenea, se observd un peak intens la 1028 cm’!
caracteristic gupdrile C-O provenite de la cele doud substante;

Determinarea stabilititii fizice

Potentialul electrocinetic ({) este o mirime ce depinde de sarcina superficiald a

particulei, valoarea acestuia oferd o indicatie asupra stabilitdtii fizice a sistemelor de

nanoparticule. In cazul cercetdrii prezente, valoarea potentialului zeta a MWCNT-COOH este

mic (-8,27 mV) ceea ce denotd o stabilitate scizutda nanotuburilor de carbon in solutie de

tampon fosfat, pH=7,4 indicdnd fenomene de agregare a acestora. In schimb, in cazul celorlalte

probelor valorile potentialului indicd o stabilitate moderata, cea mai buna stabilitate o prezintd

3
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proba MWCNT-Pm, (= -23.9 mV (Fig. 2), datoritd sarcinilor electrice din structura
pemetrexedului.

Determinarea dimensiunii prin metoda DLS

Determinarea dimensiunii medii (Zay) a probelor a fost realizatd utilizand metoda
impréstierii dinamice a luminii (DLS). Rezultatele obtinute sunt in corelaie cu valoarea
potentialului zeta, astfel cele mai mici dimensiuni le prezintd proba cu potentialul cel mai
negativ, MWCNT-COOH-Pm (369 nm).

Referitor la distribugia dimensiunii probelor pe bazd de MWCNT-COOH 1in tampon
fosfat, reflectatd prin valorile indicelui de polidispersitate (Pdl), s-a observat cdin majoritatea
cazurilor PdI a fost < 0.3, ceea ce scoate in evidenta existenta unei populatii de particule destul
de restrdnse, monomodale, exceptie facdnd proba MWCNTs care prezintd un indice PdI de
0.694 aceasta avand o distribufie bimodald a particulelor (2 populatii). In cazul asocierii
medicamentelor cu nanotuburile de carbon, datoritd sarcinilor electrostatice care apar in sistem,
potentialele zeta sunt mai negative, fenomenele de agregare sunt mai slabe si dimensiunile sunt
mai mici comparativ cu dimensiunile agregatelor d¢ MWCNT in solutia de tampon (696+5.79
nm).

Eliberare controlata

Studiile de eliberare a pemetrexedului si a quercitinei s-au realizat in tampon fosfat la pH-uri
diferite. Astfel, probele pe bazd de MWCNT, Pm, Q si amestec PM-Q dupa centrifugare timp de
30 min, 8000 rpm, au fost separate si s-au introdus in 10 mL de solutie tampon. Solutiile astfel
obtinute au fost introduse in saci de dializa, si apoi in mediul receptor (100 mL solutie tampon
fosfat la pH de S,5, respectiv de 7,4) sub agitare. La anumite intervale de timp, din mediul
receptor s-au recoltat 5 mL de proba si s-au introdus 5 mL tampon.

Cantitatea de Pm si Q eliberatd a fost determinatd spectrofotometric folosind curba de calibrare
pentru Pm la 226 nm (domeniul de concentratie 0.8 - 10 mg/l,
R%=0,9974), querciting la 330 nm pentru pH=7.4 (2-15 mg/L
R?=0,9972), respectiv. 365 nm pentru quercitind la pH=55 (2-20 mg/L
R?=0,9976). Pentru quercitind s-au realizat doua éurbe de calibrare la lungimi de unda diferite,
deoarece quercitina este influentatd de variatia de pH, astfel la pH=5.5 prezinta picuri la 203,5
nm, 252.5 nm, 292 nm (u), respectiv 365 nm. La pH 7.4 spectrul quercitinei suferd o deplasare
batocroma, spectrul prezentand picuri la 211 nm, 263 nm, 325 nm, respectiv 376 nm. Aceastd
comportare a quercitinei poate fi explicatd datoritd deprotondrii grupdrilor OH din structura

flavonei [1]

[
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In cazul probei MWCNT-Pm-Q cantitatea de Pm si Q eliberat3 a fost determinati prin utilizarea
metodei Vierodt pentru a elimina interferentele dintre Pm si Q. Utilizand absorbantele
amestecurilor de la 226 nm si 330 nm respectiv 360 nm, concentratia fiecirui compus individual

a fost calculatd cu urmatorul sistem de ecuati: [2]:

Enixturezze = €226+ Com- L + €326- €. 1 ¢))

Eixture33o /360 = £330/365" Com- L + £330 /365" "'Q-l-
unde: E = absorbanta la 226 nm, 330 nm/365 nm; €226, £330, £365= coeficientiimolari de extiinctie
la lungimile de undi caracteristice; Cpm, Cq, in mg/L; 1 = drumul optic.
Utilizdnd mai multe modele cinetice incluzand: modelul de ordinul 0, 1, Higuchi, Peppas—
Korsmeyer si Hixson Crowell datele obtinute la eliberarea controlata in vitro a pemetrexedului si
a quercitinei au fost fitate, iar parametrii cinetici obtinuti: constanta de viteza k, coeficientul de
corelatie R%'si coeficientul de eliberare, n suntprezentati in tabelul 1.
In cazul eliberarii pemetrexedului in primele 8 h nu se observa diferente notabile, eliberarea
fiind putin influentata de variatia pH-ului sau de tipul probei, dar dupa 8 h se constata o eliberare
mai lentd la pH 5,5. Dupa 72 de ore in cazul probei MWCNT-Pm se constatd ca s-a eliberat
pemetrexedul 15.18 % la pH 5.5 si 19.89% la pH= 7.4, iar in cazul sistemului MWCNT-PM-Q
la pH=5,5 se elibereaza 22,65 % , respectiv 25,28% la pH=7,4 (Fig. 4). Aceste rezultate sunt in
corelatie cu datele de literaturd care sugereazd ca la un pH acid eliberarea substantelor active
este mai lentd.
In cazul quercitinei (fig 5) se constatd o eliberare superioard a pemetrexedului astfel la 72 h se
elibereazd 26,50 %, respectiv 34,32% in cazul probei MWCNT-Q si de 34,80% respectiv de
52,51% in cazul probei MWCNT-PM-Q, eliberarea mai lentd in fiecare caz obtinandu-se la pH
acid.

Atat pentru pemetrexed cat si pentru quercitina cel mai bun coeficient de corelatie s-a
obtinut in cazul modelului Peppas—Korsmeyer, iar coeficientul de eliberare nmai mic de 0.45

indica existentd unui mecanism de difuzie Fickian in cazul eliberarii celor doi compusi [1].

1



[1] A.Amat, C. Clementi, F. De Angelis, A. Sgamellottiand S. Fantacci, The Journal of
PhysicalChemistry A, 2009, 113, 15118-15126.
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ompus | Proba Ordinul 0 Ordinul 1 Higuchi Peppas—Korsmeyer Hixson_Crowell
%68 = kot In(100 —%R) =kt | %R = kvt %R = k, Vi V100 — %R — Ayt
Rz ko Rz ki Rz kz Rz k3 n Rz ks
[ Pm MWCNT- | 0,9881 | 1,0465 | 0,9857 0,0109 0,9418 | 3,9826 | 0,9981 | 0,5464 | 0.4049 | 0,9853 | 0,0013
Pm-
H=5.5
MWCNT- | 0,9886 | 1,3155 | 0,9856 0,0139 0,9428 | 5,0076 | 0,9988 | 0,3856 | 0.3936 | 0,9852 | 0,0017
Pm-
H=7.4 |
MWCNT- | 0,9909 | 1,527 | 0,9874 0,0163 0,9494 | 5,8262 | 0,9993 | 0,1196 | 0.4045 | 0,9869 | 0,0019
Pm-Q-
| pH=5.5
MWCNT- | 0,9817 | 1,5044 | 0,9771 0,0160 0,9428 | 5,0076 | 0,9969 | 0,2253 | 0.4011 | 0,9763 | 0,0019
Pm-Q-
pH=7.4
Q MWCNT- | 0,9088 | 1,0076 | 0,9015 0,0105 0,8352 | 3,7653 | 0,9688 | 0,4782 | 0,4419 | 0,9004 | 0,0013
H=5.5
MWCNT- | 0,8098 | 1,0868 | 0,8052 0,0114 0,7765 | 4,1483 | 0,9138 | 0,4128 | 0.4145 | 0,8045 | 0,0014
Q-pH=7.4
MWCNT- | 09866 | 1,3063 | 0,986 0,0139 0,9726 | 5,0554 | 0,9942 | 0,3875 | 0.5242 | 0,9859 | 0,0017
Pm-Q-
H=5.5
MWCNT- | 0,9325 | 2,5997 | 0,9175 0,0289 0,8555 | 9,7063 | 0,9748 | 0,1124 | 0.38804 | 0,9151 | 0,0035
Pm-Q-
| pH=74 _ Bl
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Partea a II-a: Activitatea antitumorala
Materiale si metode
1. Cultivarea si tratamentul celulelor

Pentru testarea efectelor anti-tumorale ale nanotuburilor complexate cu Pemetrexet si
quercitind au fost alese 3 linii de celule epiteliale canceroase umane: linia MDA-MB-231
(ATCC HTB-26) de celule de adenocarcinom mamar metastatic, linia MCF7 (ATCC HTB-22)
de celule de adenocarcinom mamar neinvaziv si linia PANC-] (ATCC CRL-1469) de celule de
carcinom pancreatic. Toate cele trei linii au fost cultivate in mediu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, ATCC 30-2002) pH 7.4 suplimentat cu 10% ser fetal bovin si 1%
solutie amestec de antibiotice. Culturile de celule au fost mentinute in incubator in conditii de
umiditate 95%, 5% CO2 si 37°C.

Expunerea celulelor la nanotuburile de carbon complexate cu Pemetrexet si querciting,
precum s§i la componentele individuale s-a realizat pe o perioadd de 24 de ore la diferite doze
cuprinse intre 3.125 — 50 pg'mL! MWCNTSs, 2.5 - 40 ug-mL"' Pem si 0.25 — 4 pg'mL!' QR.

2. Testul MTT

Pentru evaluarea viabilitdtii celulare, s-a utilizat compusul MTT (bromura de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu) ce este redus sub actiunea dehidrogenazelor
mitocondriale la cristale de formazan, in celulele viabile. Astfel, celulele au fost insdmaéntate in
placi cu 96 de godeuri la o densitate de 5 x 10(4) celule/mL si lasate s adere timp de 24 de ore.
Celulele au fost apoi expuse la diferite doze de tratament timp de 24 de ore prin adaugarea in
mediul de culturd a materialelor de testat. Dupa acest timp mediul a fost indepértat si s-a adaugat
peste celule o solutie de (MTT) de concentragie 1 mg/mL. Dupd o incubare de 2 h la 37°C,
cristalele de formazan formate au fost solubilizate in izopropanol si absorbanta fiecarui godeu a
fost cititd la spectrofotometru la 595 nm.

3. Marcarea fluorescentd a lizozomilor cu Lysotracker Green

Pentru punerea in evidentd é lizozomilor s-a folosit compusul fluorescent Lysotracker
green DND-26 care coloreazd compartimentele acide din celulele vii fiind retinut la nivelul
membranei lizozomilor pentru mai mult timp. Celule au fost insdmantate in placi cu 12 godeuri
la o densitate de 5 x 10(4) celule/mL si lasate sd adere 24 de ore. Dupa expunerea la tratament,
celulele au fost incubate in mediu de culturd cu o solutie Lysotracker Green 300 nM timp de 45
min la 37°C. Celulele au fost apoi spilate cu PBS si vizualizate la microscop (Olympus X173) in
fluorescentd, cu filtru verde, obiectiv 20X. Pentru coloratia nucleilor celulele au fost incubate

timp de 15 min cu 2 pg/mL compus DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol), cu fluorescentd albastra.

e
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4. Cuantificarea cantitdtii de nanotuburi preluatd de celule prin metoda absorbtiei optice

Metoda de cuantificare a absorbtiei nanotuburilor la nivel celular a fost descrisd de
Zhang si colab. (2018). Pentru aceasta, celulele au fost insamantate in flask-uri de culturd cu
suprafata de 25 cm? la o densitate de 5 x 10(5) celule/flask si incubate 24 de ore. Dupi
expunerea la tratamentul cu nanotuburi, celulele au fost spdlate cu tampon fosfat salin (PBS)
pentru a indepérta nanotuburile care nu au fost preluate de celule. Pentru desprinderea celulelor
de pe flask, s-a utilizat tripsind 0.25% cu EDTA 0.53 mM. Dupé centrifugare, peletul celular a
fost resuspendat intr-un volum de PBS iar celulele au fost numarate cu ajutorul unei camere de
numdrare Burker-Turk. Suspensia celulara a fost apoi sonicati timp de 30 sec de 3x pe gheati cu
un ultrasonicator UPSOH (Hielscher Ultrasound Technology, Teltow, Germany) la 1 ciclu, 80%
amplitudine pentru a obtine lizatul celular. Densitatea opticd a lizatului obtinut a fost cititd in
placd cu 96 godeuri la spectrofotometru (FlexStation 3, Molecular Devices) la 750 nm.
Concentratia de nanotuburi de carbon din lizatul celular a fost estimatd pe baza unei curbe de
calibarare. Pentru curba de calibrare s-a utilizat o suspensie de nanotuburi de carbon (500
pg/mL) ce a fost diluatd in apd MilliQ la concentratii cuprinse intre 0 — 50 pg/mL. Cantitatea de
nanotub preluati de celule a fost calculatd astfel: cantitatea absorbtiei celulare (mg/celuld) =
concentratia de nanotuburi (mg/mL) x volumul (mL)/ numarul de celule.
5. Mdsurarea productiei de specii reactive de oxigen

Pentru determinarea capacitdfii de generare a speciilor reactive de oxigen (SRO) in
celulele tratate s-a folosit metoda descrisd de Cathcart §i colab. (1983), ce utilizeazd compusul
2", 7" dicloro-dihidro-fluorescein diacetat (H2DCFDA). Acest compus pétrunde in celuld unde
prin oxidarea sa de cdtre SRO este convertit la 2',7' dicloro-dihidro-fluorescein (DCF) - un
compus puternic fluorescent. Pentru mésurarea nivelului de SRO, celulele au fost insimantate la
o densitate de 10(4) celule/godeu in pldci negre cu 96 de godeuri si incubate in conditii de
crestere timp de 24 ore. Dupd tratament, celulele au fost incubate 45 min la 37°C cu 10 uM
H2DCFDA. Mediul in care a fost pus compusul a fost apoi indepértat si celulele au fost spalate
de 2 ori cu PBS. Intensitatea fluorescentei a fost cititd la 485 nm excitagie si 520 nm emisie.
6. Analiza statisticd

Analizele biologice au fost realizate in triplicat in 3 experimente diferite iar pentru
control s-au utilizat celule netratate. Valorile au fost reprezentate ca medie + deviatia standard.
Pentru analiza semnificatiei statistice s-a utilizat testul t-student. Pentru o valoare a p <0.05

rezultatul a fost considerat semnificativ
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Rezultate si discutii

Eficienfa anti-tumorald a nanotuburilor conjugate cu Pemetrexet si quercitind a fost
testatd in vitro pe mai multe linii celulare canceroase umane: 2 linii de celule de cancer de sin
(MDA-MB-231 si MCF-7) si o linie de celule de cancer de pancreas (PANC-1). Astfel, celulele
au fost expuse la diferite doze de tratament optimizate in functie de cantitatea de nanotub si de
compus (Pemetrexet si quercitind) absorbit. In vitro au fost tesate atdt combinatiile de
nanotuburi de carbon cu Pemetrexet si quercitind, precum si componentele individuale.

Viabilitate celulard a fost estimatd prin testul MTT (Figura 6). Rezultatele au aratat
efecte diferite ale nanotuburilor testate pe cele trei linii celulare. Cea mai mare scidere a
viabilitdtii celulelor tratate cu nanotuburi de carbon conjugate cu Pemetrexet si quercitind a fost
inregistratd in cazul celulelor tumorale pancreatice PANC-1, unde nivelul vibilititii a scdzut
semnificativ (p<0.01**) cu 40% fata de control la o doza de 25 pg-mL"' MWCNTSs + 20 pg-mL-
'Pem + 2 ug'mL! QR. Comparativ, in cazul celulelor MDA-MB-231 si MCF7, viabilitatatea
celulara a scdzut cu doar 14% si respectv 29% pentru aceeasi doza de tratament. De asemenea,
s-a observat cd toxicitatea sisitemelor de nanotuburi conjugate separat cu Pemetrexet si
quercitind cit si a componentelor individulale a fost semnificativ mai redusd fatd de cea a
nanotuburilor complexate atdt cu Pemetrexet si cu quercitind, viabilitatea celulard mentinandu-se
in general peste 80%. Rezultatele sugereazi astfel ca raspunsul celular este dependent atat de
tipul de celuld canceroasd cat si de combinatia de nanotub si compusi. Prin acest studiu s-a
dovedit eficienta superioard a combinatiei de nanotuburi de carbon cu Pemetrexet si quercitind
fata de conjugarea lor separati in celulele PANC-1.

Eficienta compusilor studiati este cunoscutd in literaturd. Pemetrexetul este un agent
citotoxic cu efecte cunoscute la nivelul celulelor de cancer pulmonar si bine tolerat in
comparatie cu alte chimioterapeutice (Adjei, 2004). Pe de alta parte quercitina, pe langd efecte
anti-oxidante si anti-inflamatorii s-a aratata cé are efecte inhibitorii asupra mai multor tipuri de
celule canceroase (Nam si colab., 2016). Activitatea anti-tumorald a quercitinei a fost atribuita
capacitatii de inducere a apoptozei prin interactia directd cu ADN, inhibitiei enzimelor ce
declangeaza carcinogeneza, alterdrii cdilor de semnalizare si inhibarii cailor de supravietuire
celulard precum si interactiei cu receptorii si proteinele (Srivastava si colab., 2016).

Pentru validarea rezultatului obtinut, morfologia celulelor a fost investigatd la un
microscop optic in contrast de faza (Figura 7). Celulele au fost expuse timp de 24 de ore la doud
doze de tratament: o dozd micd de 6.25 pg-mL" MWCNTs/5 pg-mL' Pem/0.5 pg-mL" QR sio
doza mai mare de 25 pg-mL-! MWCNTSs/20 pg-mL-! Pem/2 pg-mL-! QR. In urma investigatiilor

s-au observat modificari semnificative ale morfologiei celulelor expunse la nanotuburile
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conjugate cu Pemetrexet si quercitind la ambele doze cu precadere in celulele PANC-1.
Modificérile au fost evidentiate prin formarea de prelungiri ale membranei plasmatice, cdntur
neregulat al celulelor, ingustarea volumului celular si aparitia de vacuole mari la nivelul
citoplasmei celulare. De asemenea in urma expunerii la tratament s-a observat pierderea
aderentei celulare si resuspendarea lor in mediul de cultura. Alterdri ale morfologiei celulare au
fost puse in evidentd si in celulele MDA-MB-231 in cazul expunerii la doza mare de tratament.
Localizarea lizozomilor in interiorul celulelor a fost analizatid prin microscopie de
fluorescentd. Imagini aleatorii cu cAmpuri de celule au fost fotografiate dupd expunerea la
nanotuburi iar prin analiza lor s-a observat o crestere a numdrului de lizozomi proportionald cu
doza de tratament (Figura 8A). O intensificare a numdrului de lizozomi a fost evidentiatd in
special in celulele MDA-MB-231 si PANC-1 tratate cu nanotuburi de carbon neconjugate.
Mecanismul de preluare celulard a nanotuburilor de carbon a fost anterior studiat
(Caoduro si colab., 2017). Diferite studii au aritat ci nanotuburile de carbon sunt internalizate in
celule in functie de diametrul si lungimea lor, mdrimea si concentratia lor in mediu (Maruyama
si colab., 2015) precum si in functie de functonalizarea lor cu diversi compusi (Ursini si colab.,
2016). Se crede astfel cd preluarea nanotuburilor la nivelul celulelor este bazatd pe un mix al
mecanismelor de internalizare spontand prin membrand, endocitozd sau fagocitozd. De
asemenea s-a arétat cd nanotuburile de carbon sunt capabile si penetreze membrana celulara fara
sd cauzeze distrugerea ei si sa transporte cu succes in interiorul celulelor molecule mici (Luna si
colab., 2016).
Nanotuburile internalizate prin endocitoza ajung in final incapsulate in lizozomi unde
mediul este acid cu pH = 4.5 - 5 si permite astfel eliberarea compusilor conjugati in citoplasma.
Studiul preludrii nanotuburilor la nivel celular a fost completat de analize de
spectroforometrie a continutului de nanotuburi din lizatul celular (Figura 8B). In concordanti cu
imaginile de microscopie in fluorescentd, cantitatea de nanotuburi masurati la 750 nm din lizatul
celular a fost direct proportionald cu doza testatd. O acumularea de 2.4 ng/celuld a fost observata
in celulele MDA-MB-231 expuse la doza mare de nanotuburi de carbon neconjugate in timp ce
in celulele PANC-1 s-au inregistrat 3.31 £ 0.34 ng/celuld pentru aceleasi conditii de tratament. O
cantitate similard de nanotuburi a fost detectatd si in cazul expunerii celulelor PANC-1 la
nanotuburile de carbon conjugate cu Pemetrexet si quercitind de 3.27 + 0.24 ng/celuld. Per total,
s-a observat ci eficienta de internalizare a nanotuburilor de carbon a fost mai mare in celulele
PANC-1 comparativ cu celulele MDA-MB-231. Capacitatea de acumulare a nanotuburilor a fost

scdzutd 1n cazul conjugdrii separate a nanotuburilor de carbon cu Pemetrexet sau quercitina.
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Analizele efectuate au aritat cd numirul de lizozomi din citoplasmd a crescut
proportional cu cantitatea de nanotuburi preluati la nivel celular dovedind astfel acumularea lor
intracelulara.

Nivelul de SRO a fost estimat in celulele canceroase dupd 24 de ore de expunere la
tratamentul cu nanotuburi ca dovadd a inducerii stresului oxdativ (Figura 9). Rezultatele obtinute
au aratat o crestere semnificativa a productiei de SRO in probele care au continut nanotuburi de
carbon proportionald cu doza de tratament. Un nivel mai crescut al SRO a fost inregistrat in
cazul celulelelor PANC-1 comparativ cu cel observat in celulele MDA-MB-231 sugerind astfel
rezistenta celulelor canceroase de sdn la tratamentul cu nanotuburi dar si eficienta sa crescuti
asupra celulelor caneroase pancreatice. Comparativ, nanotuburile conjugate cu Pemetrexet si
quercitind au indus cea mai mare crestere a nivelului de SRO in celulele PANC-1 (de 10 mai
mare ori fad de control) tratate cu o dozi de 25 ug-mL! MWCNTs/20 ug-mL! Pem/2 pg-mL"
QR.

Capacitatea anti-tumorald a nanosistemului nanotub-Pemetrexet-quercitind poate fi
datoratd unui efect sinergic ale celor trei componente la nivelul celulelor canceroase de
pancreas. Activitatea sinergicd a quercitinei a fost observatd si in alte studii. De exemplu,
administrarea impreund cu cisplatinul, a dus la cresterea toxicitdtii medicamentului la nivelul
celulelor canceroase pulmonare, colorectale si ovariene (Nessa si colab., 2011; Demiroglu-
Zergeroglu si colab., 2016).

Aceste date confirm3 rezultatele obtinute privind preluarea nanotuburilor de carbon la
nivelul celulelor fapt ce dovedeste capacitatea de acumulare si inducere a stesului oxidativ in
celulele canceroase.

Concluzii

Studiul in vitro a demonstrat eficienta anti-tumorald superioard a sistemului format din
nanotuburi-Pemetrexet-quercitina in celulele pancreatice comparativ cu celulele canceroase de
sin, prin scdderea viabilitdtii celulare sub 60% concomitent cu acumularea in citoplasma si
generarea semnificativd de SRO la doze crescute peste 25 pg-mL* MWCNTSs/20 ug-mL-! Pem/2
pg'mL' QR.
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REVENDICARI

. Procedeu de obtinere a unor compozitii pe baza de nanotuburi de carbon (MWCNTs) si
doua medicamente —Pemetrexed(Pm)si Quercitind ((Q),caracterizat prin aceea
cdi, cuprinde: o etapd de contactare timp de 24 h a nanotuburilor de carbon (MWCNTs)
cu solutii etanolice de Pm/Q/Pm-Q urmatd de centrifugare la 8000 rpm, timp de 30
minute si filtrare.

. Procedeu conform revendicérii 1caracterizat prin aceea ci, sistemele sunt alcatuite
intr-un raporf de greutate de: 1:1 MWOCNTs-Pm; 1:0.1 MWCNTs-Q si 1:1:0.1
MWCNTSs-Pm-Q;

. Sistemele obtinute conform revendicérii 1, caracterizate prin aceea ci prezintd valori
ale potentialului electrocinetic ce variazd intre -16,3 + -23,9 mV comparativ cu
MWCNTs de -8,27 mV si dimensiunicuprinse 369 -463 nm comparativ cu 696 nm
cu MWCNTs;

. Sistemul MWCNTSs-Pm-Q obtinut conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ci a
prezentat cea mai mare scidere a viabilitatii celulelor tumorale pancreatice PANC-1,

.....

de 25 pg'rmL- MWCNTSs + 20 pg-mL! Pm + 2 pg'mL"' Q
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Fig. 2. Stabilitatea fizica a probelor
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Fig.5 Profilul eliberarii pemetrexedului in sistemele MWCNTs-Q si MWCNTSs-Pm-Q in
functie de pH
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Figura 6. Efectul nanotuburilor, Pemetrexetului si a quercitinei asupra viabilitatii celulelor
MDA-MB-231, MCF7 si PANCI dupd o perioada de 24 de ore de expunere. A. Reprezentarea
graficd a nivelului viabilitatii celulare dupa tratatement. Controlul este reprezentat de celule
netratate si considerat ca avand o viabilitate de 100%. B. Semnificatia statistica corespunzitoare
fiecérei probe fata de control *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Notatiile d1-d5 reprezintd dozele
de tratament. Pem = Pemetrexet, QR = quercitina.

A. | oMDA-MB-231 aMCF7 mPANC-1
140
g 120 ‘
< 100
- 80 !
o E 1
= 1
® 60 i
E 40 |
s 2 |
o
20 | ! Al 1
z 292 e ST T
= + + to Qg
> %o e o 8 o T T
o - P N p Ve g
m P &N N
v oo T
o
antral| MWCNTs MWCNT-Pem MWCNT-QR MWCNT-Pem-QR
MDA-MB-231 MCF7 _ PANC-Y .
doza di d2 d3 d4 d5 d1 d2 d3 a4 d5 d1 d2 di dd d5
MWCNTs £k k B * R _ R R _ * k¥ £Ex * *
Pem * R R R % . - R * R * R *
QR **k - - - * _ - _ * E¥E _ - - *
MWCNT-Pem - * - - - FEE * E¥ * * _ ¥ * _ *
MWCNT-QR - - - - - % - - €% % _ £kE % T3 %
MWCNT-Pem-
QR - - - k% - *¥ ** k¥ ¥ ¥k * * ¥ ¥ ¥ *E ¥
18

G



a 2018 00919 21/11/2018

Figura 7. Imagini Tn contrast de faza cu cdmpuri de celule MDA-MB-231 si PANC-1 dupa 24
de ore de expunere la nanotuburi de carbon (MWCNTs), Pemetrexet (Pem) si quercitind (QR) in
2 doze. dm (doza mica) = 6.25 pg'mL' MWCNTS/5 pg-mL' Pem/0.5 ng-mL"' QR; dM (doza
mare) =25 pg-mL!' MWCNTSs/20 pg-mL" Pem/2 pg-mL"" QR. Scala = 50 pm.
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Figura 8. Preluarea nanotuburilor simple si conjugate cu Pemetrexet si quercitind la nivelul
celulelor MDA-MB-231 si PANC-I. A. Marcarea lizozomilor cu Lysotracker Green
(fluorescenta verde) si a nucleilor cu DAPI (fluorescenta albastra); B. Cuantificarea conginutului
de nanotuburi din lizatul celular. dm (doza micd) = 6.25 ug-mL"' MWCNTSs/5 ug-mL™" Pem/0.5
ug-mL! QR; dM (doza mare) = 25 ug-mL ' MWCNTSs/20 pg-mL! Pem/2 pg-mL" QR. Scala =
50um.
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Figura 9. Nivelul de SRO generate in prezenta nanotuburilor, Pemetrexetului si a quercitinei
dupa 24 ore de expunere in celulele MDA-MB-231 si PANC-1. dm (doza micd) = 6.25 pg-mL"!
MWCNTs/5 pg-mL? Pem/0.5 pg-mL' QR; dM (doza mare) = 25 pg'mL" MWCNTSs/20
pg'mL! Pem/2 ug-mL' QR. Rezultatlele au fost semnificative pentru *p<0.05; **p<0.01;
**%p<0.001.
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