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Titlul inventiei

MATERIALE COMPOZITE CE CONTIN SILICE MEZOPOROASA FUCNTIONALIZATA
CU ACID para-CARBOXIFENIL BORONIC SI SUBSTANTE BIOLOGIC ACTIVE.
PROCEDEU DE OBTINERE SI APLICATII BIOMEDICALE

Inventatori: BERGER Daniela-Cristina, DEACONU Mihaela, IONITA Simona,
MATEI Cristian, MIHAILESCU Mona, POPESCU Roxana-Cristina, SAVU Diana-Iulia

Descriere

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor materiale compozite care pot
functiona ca sisteme cu eliberare tintita a fesutui tumoral de substante biologic active ce contin
silice mezoporosa functionalizatd cu acid para-carboxifenil boronic ca transportor si substante
biologic active, de exemplu, doxorubicina si resveratrol.

Se cunoaste cé derivatii de acid fenilboronic, ce contin un atom de bor legat de doud
grupdri hidroxil, pot sa lege reversibil 1,2-dioli sau 1,3-dioli, aceasta conferindu-le proprietatea
de a tinti biomolecule, precum glucoza, glicoproteine etc. (W.L.A. Brooks, B.S. Sumerlin,
Chem. Rev. 2016, 116, 1375-1397). Tintirea activa a tesutului tumoral presupune existenta
unor grupdri pe suprafata transportorului (suportului) sub forma de nanoparticule care
determind legarea nanoparticulelor de diversi receptori de pe suprafata celulelor canceroase.
Aceasta permite eliberarea agentului antitumoral in mediul tumoral extracelular sau
intracelular. (V. Sanna, N. Pala, M. Sechi, International Journal of Nanomedicine, 2014, 9,
467). Derivatii acidului fenilboronic formand reversibil esteri boronici ciclici cu poliolii pot
recunoaste acidul sialic prezent in celule canceroase. Studii anterioare au demonstrat ca
nanoparticule polimerice decorate cu derivati fenilboronici tintesc specific acidul sialic din
celulele canceroase. (T. Lan, Q. Guo, Nanotechnol Rev 2019; 8, 548-561).

fn ultimii ani, acizii si esterii boronici sunt cercetati pentru domeniul medical si
farmaceutic datorita caracterului extrem de oxofil si a toxicitatii reduse. Acestia sunt cunoscuti
ca inhibitori puternici ai enzimelor, agenti de captare pentru terapia cancerului si a faptului cd
pot imita anumite tipuri de anticorpi pentru combaterea infectiilor. in ultimii 20 ani au fost
dezvoltate 5 medicamente pe bazid de acid boronic ce au fost aprobate de Food and Drug
Administration $i Health Canada, doui dintre acestea fiind folosite pentru a trata cancerul, in
special mielomul multiplu. Medicamentele aprobate pot trata sase tipuri de cancer: mielom
multiplu, cancer de prostatd, cancer de san, cancer pulmonar, cancer de col uterin si de colon.
(M.K. Al-Omari, M. Elaarag, R.M. Al-Zoubi, A.R. Al-Qudimat, Ayman A. Zarour, E.A. Al-Hurani,
Z.E. Fares, L.M. Alkharraz, M. Shkoor, A.D. Bani-Yaseen, O.M. Aboumarzouk, A. Yassin, A.A. Al-
Ansari, Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry 2023, 38, 2220084).

Problema tehnicd pe care o rezolvd inventia constd in posibilitatea de a combina
avantajele pe care le oferd trasportorul de silice mezoporoasd ce poate acomoda o concentratie
ridicatd de molecule organice datoritd porozitatii ridicate (H. Ahmed, S.S. Gomte, E.
Prathyusha, A. Prabakaran, M. Agrawal, A. Alexander, Journal of Drug Delivery Science
and Technology, 2022,76,103729) si derivatii de acid fenilboronic care imbunatitesc
caracterul oxofil al transportorului, si de interactie cu acidului sialic prezent in celulele
canceroase. Spre deosebire de stadiul tehnicii, prezenta inventie propune sisteme cu eliberare
tintitd pe baza de materiale compozite ce contin un transportor de tip silice mezoporoasa la care
derivatul de acid boronic este legat chimic de silicea mezoporoasa si una sau doua substante
biologic active adsorbite drept molecule ,,cargo”, precum un agent citostatic (de exemplu,
doxorubicind) si un compus natural (de exemplu, resveratrol) cu actiune antitumorald (L.R.
Sousa Vieira, L. Tessaro, A.K. Oliveira Lima, L.P. Silva Velloso, C.A. Conte-Junior,
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Nutrients 2023, 15, 3136; S. Ionita, D. Lincu, R.A. Mitran, L. Ziko, N.K. Sedky, M.
Deaconu, A.-M. Brezoiu, C. Matei, D. Berger, Pharmaceutics 2022, 14, 203.).

Un prim obiectiv al inventiei constd intr-un material compozit ce contin silice
mezoporoasd functionalizatd (prin legare chimicd) cu acid para-carboxifenil boronic prin
intermediul grupdrilor amidice si una sau doud substante cu activitate antitumorala. De preferat,
silicea purd prezintd pori cu dimensiuni medii intre 2 si 20 nm si o retea de pori cu simetrie
hexagonala. De preferat, substantele biologic active sunt adsorbite in porii silice mezoporoase
functionalizate cu derivat boronic, dintre care cel putin una este un agent citostatic.

Un alt obiectiv al inventiei consta intr-un procedeu de obtinere a materialului compozit
ce contine silice mezoporoasa functionalizatd cu acid para-carboxifenil boronic si subtante
biologic active cu actiune antitumorald in porii silicei functionalizate, descris prin urmatoarele
etape:

1. Obtinerea silicei mezoporoase functionalizate cu acid para-carboxifenil boronic
printr-o metoda ce constd in adsorbtia fizicd din etanol a derivatului para-carboxifenil
boronic in silice mezoporoasé pura in proportie de 15...45%(gr) in materialul rezultat
prin metode uzuale si eliminarea solventului prin evaporare in vid.

2. Obtinere materialului de tip silice mezoporoasa functionalizatd prin legare chimica a
acidului para-carboxifenil boronic initial adsorbit fizic in mezoporii silicei in proportie
de 15....45%(gr) printr-un procedeu ce constd in reactia chimica dintre silicea
mezoporoasd cu  acid  para-carboxifenil  boronic  adsorbit  fizic  si
3-aminopropiltrietoxisilan (APTES) in raport molar silice’/APTES de 1:0,1...1:0,2 in
solvent (de preferintd toluen) la reflux, astfel avand loc reactia de condensare a
grupdrilor aminice ale organosilanului si gruparea carboxil a acidului para-carboxi-
fenilboronic cu formare de grupdri amidice. Raportul atomic in transportorul de tip
silice functionalizatd cu derivat de acid para-carboxifenil boronic (determinat prin
analiza de spectrometrie cu absorbtie atomica corelatd cu analiza termogravimetrica)
B/N/Si este de 0,05/0,60/1...0,06/0,10/1.

3. Obtinerea materialelor compozite ce contin silice mezoporoasd functionalizatd cu
derivat de acid boronic aromatic si una sau doud substante biologic active, cu actiune
antitumorald, prin metodele uzuale. De exemplu, amestecarea silicei mezoporoase
functionalizatd cu derivat de acid para-carboxifenil boronic cu prima substanta biologic
activa cu actiune antitumorala dizolvata in volumul minim de solvent, in raport masic,
silice functionalizatd/agent citostatic de 85/15...95/5, urmata de evaporarea solventului
in vid naintat (3 mbar). Pulberea de material compozit de tip silice mezoporoasa
functionalizatd cu derivat boronic ce contine prima substantd biologic activa se
amestecd sub agitare cu cea de a doua substanta biologic activa dizolvata intr-un volum
minim de solvent, urmatd de evaporarea solventului in vid.

Ultimul obiect al inventiei consta in utilizarea materialelor compozite ce contin silice
mezoporoasd functionalizatd cu derivat de acid boronic aromatic si una sau doud substante
biologic active dintre care un agent chemoterapeutic ca sisteme cu eliberare tintitd a agentului
citostatic.

Avantajele aduse de materialele compozite ce contin silice functionalizatd cu acid
para-carboxifenil boronic si una sau doud substante cu activitate antitumorald si procedeul de
obtinere a acestora, fatd de stadiul tehnicii, includ:

- posibilitate de realizare de sisteme cu eliberare tintitd a tesutului tumoral ce contin silice
mezoporoasd functionalizatd cu derivat de acid para-carboxifenil boronic drept transportor ce
prezintd toxicitate redusd, de exemplu fibroblaste dermale de tip BJ, pentru diferite substante
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cu actiune antitumorald, indiferent de natura acestora, cu concentratia dorita intre 7...20%(gr)
in materialul compozit;

- realizarea unui procedeu care si permitd obtinerea de transportori de silice mezoporoasd
functionalizatd cu derivat de acid para-carboxifenil boronic prin adsorbtia in porii silicei a
acidului para-carboxifenil boronic, urmata de reactia de condensare dintre gruparea carboxil a
derivatului boronic si gruparea aminicé a organosilanului, 3-aminopropiltrietoxisilan;

- posibilitatea de realizare de sisteme cu eliberare tintitd de substante biologic active
indiferent de marimea porilor silicei mezoporoase;

- posibilitatea de obtinere a unui transportor de silice mezoporoasd functionalizatd cu
derivat de acid para-carboxifenil boronic ce demonstreazd o internalizare bund in celulele
tumorale de cancer de san BT474 evidentiatd prin microscopie hiperspectrala.

Pentru sustinerea inventiei, sunt prezentate doud exemple de realizare a materialelor
compozite ce contin silice mezoporoasa functionalizatd cu derivat de acid para-carboxifenil
boronic.

Exemplul 1

Material compozit ce contine silice de tip MCM-41 functionalizata cu derivat boronic
(MCM-CPBA), doxorubicina (Dox) si resveratrol (Resv). Acidul para-carboxifenil boronic a
fost mai intdi adsorbit sub forma de solutie etanolicd cu o concentratie de 20 mg/mL in
mezoporii silicei de tip MCM-41, calcinatd in prealabil la 550°C, in proportie de 40%(gr.) in
solidul rezultat. Peste 278 mg MCM-41 se adauga 9,25 mL solutie etanolica de acid para-
carboxifenil boronic cu concentratia 20 mg/mL si apoi se evapora solventul in vid rezultdnd o
pulbere alba, uscata, notatd cu CPBA@MCM-41. 0,4628 g CPBA@MCM-41 se disperseazi
in 35 mL toluen uscat si apoi se adauga 166 pL 3-aminopropiltrietoxisilan (APTES). Amestecul
de reactie se refluxeaza timp de 16 h. Apoi pulberea se separa prin centrifugare, se spala cu
toluen (30 mL), acetona (25 mL) si etanol de trei ori (cu cate 25 mL) si se usuca la temperatura
camerei, rezultdnd transportorul MCM-CPBA cu urmétoarele caracteristici: raport atomic
B/N/Si=0,06/0,06/1; suprafata specificd determinatd cu metoda Brunauer Emmett Teller,
Sper=344 m?/g; volumul total de pori misurat la presiunea relativa, P/Po=0,99, Vpori=0,85
cm’/g.

Materialul MCM-CPBA sub forma de pulbere, uscat in vid, la 3 mbar la temperatura
camerei, este utilizat drept transportor pentru doxorubicina si resveratrol. Peste 90 mg silice
functionalizati MCM-CPBA se adaugd 0,334 mL solutie etanolicd de resveratrol cu
concentratia de 30 mg/mL. Supensia rezultatd se omogenizeaza prin agitare la temperatura
camerei timp de 15 minute, iar apoi solventul se evapord complet, in vid, la 3 mbar. Compusul
rezultat este notat cu Resv@MCM-CPBA si contine 9...11%(gr) resveratrol. Peste 100 mg
Resv@MCM-CPBA se adaugd 1 mL solutie apoasd de clorhidrat de doxorubicind cu
concentratia 10 mg/mL, iar suspensia rezultatd se omogenizeaza in intuneric, sub agitare
orbitala. Apoi solventul se evapord complet sub vid, la o presiune de 3 mbar. Materialul
compozit rezultat se noteazd cu Dox@Resva@MCM-CPBA si contine doxorubicind 7...12%
doxorubicina si 7...12%(gr.) resveratrol

Exemplul 2

Material compozit ce contine silice de tip SBA-15 functionalizatd cu derivat
carboxifenil boronic (SBA-CPBA), doxorubicind (Dox), material denumit Dox@SBA-CPBA.
Peste 0,2386 g silice de tip SBA-15 se adaugd 6,36 mL solutie etanolicd de acid
para-carboxifenil boronic de concentratie 25 mg/mL, iar suspensia obtinutd se omogenizeaza,
iar apoi solventul se evapord in vid (3 mbar).

Peste 0,3231 g CPBA@SBA-15 dispersat in 20 mL toluen se adauga 0,116 mL APTES
dispersat in prealabil in 5 mL toluen si amestecul de reactie se refluxeaza timp de 16 h. Apoi

solidul rezultat se separd prin centrifugare, se spald cu toluen (20 mL), aceton
N\ANI4
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etanol (50 mL) si se usucd la temperatura camerei cu formarea materialului denumit
SBA-CPBA cu caracteristicile: B/N/Si=0,05/0,10/1; Sger=314 m?%/g si Vpori=0,87 cm*/g.

Peste 0,9730 g SBA-CPBA se adaugd 1,08 mL solutie aposd de clorhidrat de
doxorubicind (Dox) de concentratie 10 mg/mL. Amestecul de reactie se omogenizeazad prin
agitare orbitald, la temperatura camerei, in Intuneric, iar solventul se evapora simultan sub vid
(3 mbar).

Transportorii de tip silice mezoporoasd functionalizatd cu derivat de acid
para-carboxifenil boronic s-au caracterizat prin spectroscopie in infrarosu cu transformata
Fourier (FTIR) in domeniul 400-4000 cm!, in pastile de KBr, difractie de raze X la unghiuri
mici, 20=1,2...6,0° cu o vitezd de scanare de 0,5°/min, si un pas de 0,02° analizd termica
(analizd termogravimetricd cuplatd cu analiza termicd diferentiald) in domeniul 30°...800°C,
izoterme de adsorbtie/desorbtie a azotului inregistrate la 77 K, iar continutul de bor s-a
determinat prin spectrometrie cu absorbtte atomicad pe probe mineralizate.

Internalizarea nanoparticulelor de silice functionalizata cu derivat fenilboronic in celule
de cancer ductal de san BT474 si in celule fibroblaste dermale umane BJ a fost evaluata prin
microscopie hiperspectrala de inalta rezolutie folosind echipamentul CytoViva in configuratia
cdmpului intunecat. Probele celulare au fost pregétite prin insdmantarea a 10000 celule/lamela
de 10 mm pentru microscopie. Celulele au fost incubate timp de 4 h pentru a permite atasarea
de suport, dupa care au fost addugate suspensii de nanoparticule de silice functionalizatd cu
derivat fenilboronic in concentratie de 150 pg/mL si incubate pentru alte 16 h in conditii
standard de temperatura si umiditate. Dupa acest interval de timp, celulele au fost spilate de 5
ori cu solutie tampon fosfat pentru a permite indepartarea nanoparticulelor care nu au fost
internalizate. Celulele au fost apoi fixate cu formaldehidd in solutie tampon de fosfat cu
concentratia 3,7%, timp de 30 min si spélate apoi de 2 ori cu solutie tampon de fosfat. Dupa
aceastd etapd, lamelele au fost montate pe o lama de microscop cu ajutorul unei solutii de
glicerol si sigilate.

Imaginile hiperspectrale au fost inregistrate folosind microscopul Cytoviva care
functioneazd in cadmp intunecat. S-a folosit modulul hiperspectral al acestui sistem, iar
imaginile au fost obtinute prin scanare linie cu linie la timpi de expunere alesi adecvat pentru
fiecare proba (timpii de expunere au fost 1.5...3.5 s).

Evaluarea citotoxicitatii materialelor compozite ce contin silice mezoporoasa
functionalizata cu derivat de acid fenilboronic, obtinute conform procedeului din exemplele 1
si 2, a substantelor biologic active, doxorubicin si resveratrol, precum si a transportorilor de
silica mezoporoasa functionalizatd obtinuti conform procedeului din exemplele 1 si 2, s-a
efectuat pe celule normale BJ de tip fibroblaste dermale umane si pe celule tumorale BT474,
de tip cancer ductal de sén. Viabilitatea celulard in urma tratamentului cu nanoparticule de
material compozit, de transportor, cu concentratii de 50...150 pg/mL, sau solutii de substante
biologic active cu concentratii echivalente cu cele din materialele compozite, de 5...15 pg/mL,
a fost determinata cantitativ utilizdnd testul MTT cu saruri de tetrazolium.

Celulele au fos insdmantate in placi cu 96 de godeuri la o concentratie de 2000
celule/godeu in mediu de culturd complet (DMEM, suplimentat cu 10% FBS si 0,1%
Penicilind-Streptomicind) si incubate timp de 24 h in conditii standard de temperaturd si
umiditate (37°C, 5% COz, 95% umiditate) pentru a permite atasarea acestora. Dupa acest timp,
mediul de culturd a fost indepartat si inlocuit cu mediu proaspat cu nanoparticule de diferite
concentratii, respectiv concentratii echivalente de doxorubicina si resveratrol.

Celulele au fost incubate in prezenta tratamentului cu nanoparticule pentru 24 h, 48 h
sau 72 h. Dupa acest interval de timp, mediul de culturd cu nanoparticule a fost indepirtat de
pe celule si inlocuit cu mediu de culturd cu 10% MTT. Celulele au fost incubate in prezenta
MTT pentru 1...2 h in conditii standard de temperatura si umiditate. Dupa acest timp, mediul a
fost indepartat, iar cristalele de formazan rezultate au fost solubilizate cu dimetilsulfoxid.
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Absorbanta supernatantului a fost masurata la lungimea de unda de 570 nm, folosind un cititor
de plici. Absorbanta blank-ului a fost extrasa din absorbanta probelor, iar viabilitatea a fost
calculatd prin raportare la control.

in fig. 1 se prezinta spectrele FTIR ale transportorilor de tip silice mezoporoas
functionalizata cu derivat de acid para-carboxifenil boronic obtinute conform procedurilor 1 si
2 in comparatie cu cel al silicei pure de tip MCM-41 si cel al acidului para-carboxifenil boronic
in care se observa vibratii ale grupirii amidice la 1528 cm™' si banda de la 1390 cm™! specifica
pentru gruparea de acid boronic.

In fig. 2-stanga se prezinti izoterma de adsorbtie-desorbtie a azotului inregistrati la 77
K a transportorului MCM-CPBA sintetizat conform procedurii din exemplul 1. Inseraté in fig.
2-stAnga se prezintd distributia dupd dimensiuni a porilor calculatd cu teoria functionald a
densitatii (DFT). In fig. 2-dreapta se prezintd izoterma de adsorbtie-desorbtie a azotului
inregistratd la 77 K a transportorului SBA-CPBA sintetizat conform procedurii din exemplul 2
in comparatie cu cea a silicei pure de tip SBA-15. Inseratd in fig. 2-dreapta se prezintd
distributia dupd dimensiuni a porilor calculatd cu teoria Barrtett Joyner Halenda (BJH) din
curba de adsorbtie a izotermei.

in fig. 3 se prezinta difractograma de raze X la unghiuri mici a transportorului de tip
silice functionalizata cu derivat de acid para-carboxifenil boronic sintetizat conform procedurii
din exemplul 1 (MCM-CPBA) in comparatie cu cea a silicei pure de tip MCM-41. Probele
sintetizate prin procedurile conform exemplelor 1 si 2 au prezentat o retea de pori cu simetrie
hexagonala conform analizei de diractie de raze X la unghiuri mici.

in fig. 4 se prezinta difractogramele de raze X la unghiuri mari ale materialelor
compozite obtinute conform procedeelor din exemplele 1 si 2 si care demonstreaza prezenta
atit a agentului citostatic, doxorubicind, cat si a compusului natural, resveratrol, in stare amorfa
in porii transportorului de silice mezoporoasa functionalizatd cu derivat boronic.

in fig. 5 se prezinta spectrele FTIR ale materialelor compozite obtinute conform
procedeelor din exemplele 1 si 2 in comparatie cu spectrele FTIR ale substantelor biologic
active, doxorubicind si resveratrol. S-a observat o deplasare a vibratiilor legéturii C=0O din
molecula doxorubicinei in spectrele FTIR ale materialele compozite, care sugereaza interactii
intre moleculele de doxorubicind si transportorii de silice mezoporoaséd functionalizatd cu
derivat fenil boronic.

in fig. 6 in partea de sus se prezintd amprenta spectrald pentru transportorul de silice
functionalizata cu derivat fenilboronic obtinut conform procedeului din exemplul 1 in mediu
de cultura, iar in partea de jos procedura SAM (Spectral Angle Mapper) pe imagini
hiperspectrale in mediu de cultura pe cele doua linii celulare, fibroblaste dermale BJ si celulele
de cancer de san BT474. Principala diferenta intre cele doua tipuri de linii celulare, fibroflaste
dermale BJ si celule tumorale de cancer de sin BT474, observatd prin microscopie
hiperspectrala este c&, in celulele tumorale, nanoparticulele de silice functionalizati cu derivat
boronic sunt observate in citoplasméd in grupuri de densitate mare, in timp ce in fibroblastele
dermale umane, nanoparticulelede silice functionalizate apar ca puncte mici localizate uniform
n citoplasma.

in fig. 7 se prezinti datele de viabilitate celulard obtinute pentru probele obtinute
conform procedeului din exempul 1 pe celulele tumorale de cancer de sdn BT474, la timpi de
incubare diferiti (fig. 7A si B) si pe celulele normale dermale umane BJ, la timpi de incubare
diferiti (fig. 7 C, D si E). Rezultatele indica o citotoxicitate mult mai mare pe celulel tumorale
BT474, viabilitatea celulard determinaté fiind cuprinsi n intervalul 10,6...3,2% la tratamentul
cu nanoparticulelor de material compozit cu concentratie de 100 pg/mL saul50 pg/mL, decét
pe celule normale dermale BJ (viabilitatea celulard fiind in acest caz cuprinsa in intervalul
32,8...26,6%). De asemenea, incapsularea doxorubicinei in transportorul de silice mezoporoasa
functionalizaté cu derivat fenilboronic determina reducerea citotoxicitatii agentului tumoral pe
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fibroblaste (32,8%...29,7% in cazul Dox@MCM-CPBA fatdi de 21,0...16,1% pentru
doxorubicini in aceeasi concentratie ca in materialul compozit). incapsularea impreuni a
resveratrolului cu doxorubicind in transportorul de silice mezoporoasd functionalizatd cu
derivat fenilboronic conform procedurii descrise in exempul 1 determind o activitate tumorala
mai pronuntatd pentru celulele de cancer de sén, viabilitatea celulara inregistratd fiind de
4,2...3,2% la o dozd de tratament de 100 pg/mL sau 150 pg/mL, fatd de doxorubicind pentru
care viabilitatea celulard determinati a variat in intervalul 11,9...8,7%.
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Revendiciri

Material compozit, caracterizat prin aceea ci acesta contine silice mezoporoasa
functionalizata de suprafata careia este legat acidul para-carboxifenil boronic ca
transportor si un agent citostatic si/sau un compus biologic activ.

Suportul de tip silice mezoporoasa functionalizatd cu acid para-carboxifenil boronic
conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ci raportul molar intre silice si
derivatul de acid boronic este 1:0,04 ... 0,07.

Procedeu de obtinere a materialului compozit, conform revendicarii 1 si 2, caracterizat
prin aceea ci prima etapd constd in legarea chimicé de silicea mezoporoasd a acidului
para-carboxifenil boronic prin legituri amidice in solvent organic nepolar prin folosirea
3-aminopropiltrietoxisilan.

Material compozit, conform oricarei dintre revendicérile 1, 2 si 3, ca sistem cu eliberare
tintitd a substantelor biologic active in celulele canceroase.
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