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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor
nanostructuri de tip Carbon Dots, dopate cu mangan,
cu utilizare in aplicatii medicale ca agent anti-tumoral si
de contrast in imagistica RMN. Procedeul, conform
inventiei, consta in piroliza partiala la o temperatura de
235...240°C timp de 6 min, a unui complex Mn(ll)-N-
hidroxiftalimida, urmaté de dispersia initiala in apa
distilatd racita la 5..6°C, centrifugarea dispersiei

rezultatd pentru selectia dimensionala a nanostructurilor
in intervalul 10...60 nm, liofilizare pentru obfinerea in
stare uscatad sub forma unei pulberi fine care este
re-dispersata in mediu apos la concentratia necesara
pentru aplicare.
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Inventia se refera la nanostructuri de carbon tip ,Carbon Dots" dopate cu
Mn2*, care prezintd activitate anti-tumorala permitand concomitent si cresterea
contrastului in imagistica medicald RMN, obtinandu-se astfel o platforma teranostica
de tratare si investigare; precum si la un procedeu de preparare a acestora.
Nanostructurile de carbon sunt preparate prin piroliza partiala a unui complex al
Mn2* cu N-Hidroxiftalimida. Efectul anti-tumoral al nanostructurilor de carbon de tip
,carbon Dots" obtinute prin piroliza partialda a unor precursori imidici (N-
Hidroxisuccinimida, N-Hidroxiftalimida) [1,2] a fost evidentiat in prealabil de teste in
vitro si in vivo [3-5]. Prezenta Mn?* in configuratia chimicd specificd acestor
nanostructuri conduce la cresterea contrastului in imagistica medicala obtinuta prin
tehnici RMN.

Se cunosc nanostructuri de tip ,Carbon Dots” dopate cu Fe3*, cu emisie
fotoluminescenta intensa in zona albastra si verde a spectrului vizibil, dependenta
de gradul de hidratare, obtinute prin piroliza partiala a unui complex Fe3*-N-
Hidroxiftalimida [6]. Au fost preparate printr-un procedeu hidrotermal, nanostructuri
fotoluminescente de tip ,Carbon Dots” dopate cu Mn?* din citrat de sodiu si clorura
de mangan utilizabile Tn detectia ionilor de fier [7]. Nanostructuri de tip ,Carbon Dots”
dopate cu Mn2* cu fotoluminescenta intensa in zona verde — portocalie a spectrului
vizibil, dependenta de pH, cu aplicatii potentiale in domeniile dispozitivelor optice si
pigmentilor pentru amprentare, au fost preparate printr-un procedeu solvotermal din
acid piromelitic si clorurd de mangan [8]. In alte abordéri aseméanatoare au fost
preparate nanostructuri de tip ,Carbon Dots” dopate cu Zn?*, cu aplicatii in terapia
osoasd si imagistica medicald [9] si ,Carbon Dots” dopati cu Cu?* obtinuti prin
degradarea termica partialda a acidului citric in prezenta azotatului de cupru,
utilizabili la detectia glucozei din probe biologice [10].

Au fost preparate nanostructuri de tip ,Carbon Dots” cu actiune anti-tumorala
prin procesarea hidrotermala a uleiului de nuc [11]. A fost eviden'g’i,a_t‘_é”f;é'@ﬁyitat_e‘a
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piroliticd a celulozei rezultate din frunze de bambus incarcate ulterior cu
doxorubicina si acid 4-carboxibenzilborat [12]. intr-o abordare asemanatoare au fost
preparate nanostructuri de tip ,Carbon Dots” incarcate cu doxorubicina prin
procesarea termica a unui amestec de citrat de sodiu si uree [13]. Nanostructurile
de tip ,Carbon Dots” dopate cu sulf prezinta interes in terapia fotodinamica
neinvaziva in cazul tumorilor cu localizare bucala, fiind preparate prin metoda
hidrotermala utilizdnd poli-tiofenul ca precursor [14]. Platforme teranostice
antitumorale pe baza de ,Carbon Dots” dopate cu Ru?* au fost preparate prin
metoda hidrotermala utilizdnd ca precursori acidul citric si un complex Ru(ll)- 5-
amino-1,10-fenantrolina [15].

Agentii de contrast utilizati curent in imagistica medicala RMN sunt in
majoritate complecsi chimici de tip chelati ai unor elemente cu proprietati
paramagnetice precum Gd3* sau Mn?* [16,17].

Principalele dezavantaje ale nanostructurilor de tip ,Carbon Dots” utilizabile
ca platforme teranostice anti-tumorale raportate pana in prezent sunt:

- activitatea anti-tumorala este relativ limitata sau obtinuta prin adaos de compusi
anti-tumorali clasici (ex. doxorubicina);

- utilizarea in imagistica medicala asociatad este limitata la tehnici de fluorescenta
fiind neutilizabile in tehnici de investigare RMN;

- In unele cazuri existd un potential toxicologic crescut datorat continutului
suplimentar de compusi organici sau organo-metalici [18].

Cele mai asemanatoare nanostructuri de tip ,Carbon Dots” cu continut de
cationi din grupele tranzitionale sunt cele dopate cu Fe®* obtinute dintr-un complex
Fe®*-N-Hidroxiftalimida la un raport de combinare metal/lligand de 1/3 [6] si cele
preparate din acid citric si un complex Ru(ll)- 5-amino-1,10-fenantrolina [15].

Problema tehnica pe care isi propune sa o rezolve inventia este obtinerea
unor nanostructuri de tip ,Carbon Dots” care sa prezinte concomitent atat un efect
anti-tumoral relevant cat si posibilitatea utilizarii acestora ca agent de contrast in
investigatiile medicale prin tehnici RMN in conditiile mentinerii unui nivel scazut de
toxicitate.

Solutia problemei tehnice consta Tn obtinerea unor nanostructuri de tip
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,Carbon Dots” dopate cu Mn?* prin procesarea pirolitica in conditii ;antroJate de
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dimensionala, uscare si re-dispersie intr-un mediu compatibil cu utilizarea in aplicatii
medicale ca agent anti-tumoral si de contrast in imagistica RMN.

Principalele avantaje ale inventiei propuse sunt:
- obtinerea unei platforme teranostice de investigare medicala prin imagistica RMN
si tratament anti-tumoral eficient;
- investigarile preliminare indica un grad de toxicitate redus, actiunea terapeutica
anti-tumorala afecteaza minimal celulele si tesuturile sanatoase;
- procedeu de preparare facil si scalabil la capacitati de productie industriala.

Conform inventiei, prepararea nanostructurilor teranostice anti-tumorale
implica piroliza partiala la o temperatura de 235-240°C, in atmosfera de Nz, a unui
complex obtinut prin reactia intr-un mediu format dintr-un amestec apa/etanol, dintre
MnClI2 si N-hidroxiftalimida la un raport de combinare de 1/2 care este in prealabil
purificat si uscat. Complexul este preparat prin dizolvarea sub agitare a cantitatilor
corespunzatoare de MnClz si N-Hidroxiftalimida obtinerii unui raport de combinare
de 1/2, intr-un amestec de apa/etanol (60/40% volumetric). Dupa finalizarea reactiei
de complexare, precipitatul rezultat este spalat de 2-3 ori cu apa distilata si uscat la
vid. Complexul Mn(ll)-N-Hidroxiftalimida este procesat termic printr-un procedeu de
piroliza partiala in atmosfera protectoare de N2 la temperatura de 235-240°C. Durata
de expunere termica a precursorului (Mn(ll)-N-Hidroxiftalimida) este de 6 min. (+/-
30s) fiind esentiala pentru obtinerea unor nanostructuri de tip ,Carbon Dots” cu
configuratia fizico-chimica favorabila aplicarii ca agent de contrast RMN si tratament
anti-tumoral. Dupa finalizarea fazei de piroliza, produsul rezultat este inundat brusc
cu apa distilata la temperatura de 5-6°C, dispersia rezultata fiind colectata din
recipientul de piroliza. Dispersia apoasa este supusa unor operatii succesive de
centrifugare pentru selectia dimensionala, supernatantul cu aspect limpede colectat
continand nanostructuri de tip ,Carbon Dots” dopate cu Mn?*, avand o distributie
dimensionala situata in intervalul 10-60 nm. Dispersia apoasa astfel rezultata este
inghetata la -25 + -20°C si apoi liofilizata, obtindndu-se nanostructuri de tip ,Carbon
Dots” dopate cu Mn?* in stare uscaté sub forma unei pulberi fine cu aspect galben-

maroniu. In vederea administrarii, pulberea astfel rezuitata se re-disperseaza in apa

la concentratia necesara pentru obtinerea efectului terapeutic sau.-conform.

cerintelor specifice investigarii RMN. /
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anti-tumorala si utilizare ca agent de contrast in imagistica medicala RMN.
Procedura experimentala tipica implica prepararea in prealabil a complexului Mn(ll)-
N-Hidroxiftalimida prin dizolvarea sub agitare energica intr-un amestec apa/etanol
(30 ml/20 ml) a 0,5 MnCl2 anhidru si 1,3g N-Hidroxiftalimida. Reactia de
complexare decurge la 40-45°C sub agitare moderata intr-un interval de timp de 20-
24 ore, obtindndu-se un precipitat cu aspect alb-galbui. Precipitatul colectat este
spalat cu apa bidistilatd in 3 etape succesive si ulterior uscat la vid. Intreaga
cantitate de complex Mn(ll)-N-Hidroxiftalimida rezultatd sub forma de pulbere
uscata este procesata termic intr-un recipient de cuart prevazut cu o manta de
incalzire. Procesul pirolitic se desfasoara in atmosfera protectoare de N2 la o
temperatura de 235-240°C pe o durata de 6 min. (+/- 30s). Dupa finalizarea etapei
de expunere termica, produsul rezultat in recipientul de cuart este inundat brusc cu
cca. 100 ml apa bidistilata la temperatura de 5-6°C. Dispersia apoasa bruta astfel
obtinuta este evacuata din recipientul de cuart si procesata ultrasonic timp de 10
min. Dispersia apoasa este in continuare centrifugata la o turatie de 10000 rpm.
timp de 10 min. Supernatantul colectat dupa prima centrifugare este din nou
centrifugat la 15000 rpm. timp de 15 min. Supernatantul cu aspect limpede obtinut
n urma centrifugarii finale contine nanostructuri de tip ,Carbon Dots” dopate cu Mn?*
cu o distributie dimensionala in intervalul 10-60 nm. In continuare, dispersia apoasa
este inghetata la -25 + -20°C si liofilizata. Nanostructurile de tip ,Carbon Dots”
dopate cu Mn?* din dispersia apoasa prezinta o tendinta de aglomerare, prin urmare,
operatia de racire in vederea inghetarii trebuie initiata imediat dupa ultima operatie
de centrifugare. Dupa liofilizare se obtin nanostructuri de tip ,Carbon Dots” dopate
cu Mn?* in stare uscatd sub forma unei pulberi fine cu aspect galben-maroniu.
Cantitatea rezultatda de cca. 350 mg pulbere uscata este depozitata in recipiente
etanse si re-dispersata in mediu apos la concentratia necesara in functie de

necesitati.
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REVENDICARI

1. Nanostructuri de tip ,Carbon Dots" dopate cu mangan, utilizabile in tratamente
antitumorale si imagistica medicald RMN, caracterizate prin aceea ca: sunt
obtinute prin procesarea termica a unui complex Mn(l1)-N-Hidroxiftalimida.

2. Procedeu de obtinere a unor nanostructuri de tip ,Carbon Dots" dopate cu
mangan, utilizabile in tratamente antitumorale si imagistica medicala RMN
caracterizat prin aceea ca: implica piroliza partiala la o temperatura de 235-240°C
cu o durata a procesului de 6 min. a unui complex Mn(ll)-N-Hidroxiftalimida urmata
de inundarea masei rezultate cu apa distilata racita la 5-6°C, centrifugarea dispersiei
obtinute in vederea selectiei dimnsionale a nanostructurilor in intervalul 10-60 nm,
liofilizare pentru obtinerea in stare uscata sub forma de pulberi si re-dispersia in

medii biologic compatibile.
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