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REZUMAT

Cancerul de san este principala cauza de deces prin cancer la femei din intreaga
lume iar instrumentele de evaluare a riscurilor pot identifica riscul de cancer de san, iar
pacientii cu risc ridicat pot fi candidati pentru medicamente care reduc acest risc.
Alegerea medicamentului variaza in functie de starea menopauzei. iIn prezent,
tratamentele hormonale sunt intens folosite din varii motive: prevenirea sarcinii, terapia
hormonald de substitutie, efecte antiimbatranire si multe altele. in ceea ce priveste
terapia contraceptiva, varsta persoanelor care o utilizeaza a scazut dramatic in ultimii
ani, situdndu-se intre 15 si 44 ani. Legatura tot mai pregnanta cu aparitia cancerului de
san face din aceasta terapie o controversd moderna. in continuare, exista trei tipuri de
pilule contraceptive orale: estrogen-progesteron combinat, numai progesteron si pilula
de utilizare continua sau extinsa, cea mai des prescrisa fiind pilula hormonala
combinata cu estrogen si progesteron. Elucidarea actiunii acestora, din punct de vedere
al mecanismelor implicate cu finalitate benefica sau malefica, in contextul lumii
moderne, in care factorii de mediu si cei genetici sufera importante modificari reprezinta
o provocare pentru cercetatorii din domeniu. Este interesant ca utilizarea pe termen lung
a contraceptivelor orale a fost asociata cu o crestere mica a riscului de cancer la san la
femeile tinere. Agentia Internationald de Cercetare a Cancerului a ajuns la concluzia ca
exista suficiente dovezi pentru a lega carcinogenitatea de combinatia cu estrogen-
progestin la om, cu un risc crescut de cancer de san limitat la femeile care le utilizeaza.
La nivel global, peste sute de milioane de femei din intreaga lume utilizeaza
contraceptive orale si alte cateva milioane recurg la terapie hormonala de substitutie
sau administrare de hormoni estrogeni sau progestativi pentru diferite alte manifestari.
Dezvoltarea rationala a terapiilor tintite a revolutionat rezultatele cancerului de san
metastatic, desi rezistenta la tratament raméane o provocare majora. Cancerul pulmonar
este principala cauza a deceselor cauzate de cancer la nivel mondial, iar acest lucru o
face o boala atractiva pentru revizuirea si eventual imbunatatirea optiunilor de tratament
terapeutic. Chirurgia, radiatiile, chimioterapia, tratamentele tintite si imunoterapia
separate sau in combinatie sunt utilizate in mod obisnuit pentru a trata cancerul
pulmonar. Cu toate acestea, aceste tipuri de tratament pot provoca diferite efecte
secundare, iar regimurile bazate pe chimioterapie par sa fi atins un platou terapeutic.

Prin urmare, sunt necesare tratamente eficiente si mai bine tolerate. Progresele recente
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au permis specialistilor sa investigheze mai bine utilizarea potentiala a compusilor
naturali pentru tratamentul sau controlul diferitelor boli canceroase. in ultimii 30 de ani,
compusii naturali au fost pilonul chimioterapiei. Cu toate acestea, doar cativa compusi
au fost testati la pacientii cu cancer si sunt disponibile doar dovezi partiale cu privire la
eficacitatea lor clinica. Pacientii sunt adesea diagnosticati cu cancer hepatic in stadii
avansate, contribuind la prognosticul acestuia. Dintre toate cazurile de cancer hepatic,
peste 90% sunt carcinoame hepatocelulare pentru care chimioterapia si imunoterapia
sunt cele mai bune optiuni de terapie. Si in acest caz, utilizarea compusilor naturali
si/lsau a nanotehnologiei poate oferi pacientilor rezultate mai bune, cu toxicitate
sistemica mai mica si mai putine efecte secundare. Tratamentele imbunatatite pot duce
la un prognostic mai bun.

Lucrarea de fata estre structurata conform normelor de redactare in trei parti
specifice: partea generald, partea speciala si concluziile si contributiile personale.
Partea generala trateaza aspecte curente legate de: (1) hormonii steroizi - biosinteza
claselor specifice de steroizi — estrogenii si progesteronii, produse cu activitate
estrogenica, cu detalierea etinilestradiolului si fitoestrogenilor, urmata de relatia cu
aparitia cancerului mamar; (2) compusii naturali si relatia cu bolile maligne hepatice
si poulmonare si (3) sisteme moderne de absorbtie a medicamentelor, cu accentul
asupra proprietatilor, sintezei si utilizarii in domeniu biomedical a nanoparticulelor pe
baza de acid polilactic si a celor pe baza de lipozomi, incheindu-se cu aspectele
legate de toxicitate.

Partea speciala prezinta modul de obtinere, caracterizare si evaluare a
proprietatilor biologice a unor tipuri moderne de nanoformulari incarcate cu
substante active cu aplicabilitate in domeniul medical si anume: nanoformulari
polimerice pe bazd de hormoni sintetici (etinilestradiol si levonorgestrel),
nanoformulari pe baza de lipozomi-argint, incarcate cu hormoni sintetici
(levonorgestrel) si nanoformulari pe baza de colizi de argint incarcati cu fitocompus
(acid betulinic). Lucrarea se incheie cu prezentarea principalelor concluzii si
bibliografia care a stat la baza cercetérilor si cuprinde totodaté lucrarile publicate
asociate studiilor realizate.

Primul studiu experimental a fost realizat pentru a obtine o evaluare
preliminara a comportamentului celulelor normale si tumorale (adenocarcinoma
mamar) dupa stimularea cu etinilestradiol si nanoparticule cu etinilestradiol pe baza

de acid polilactic (EENPs) si levonorgestrel si nanoparticule cu levonorgestrel pe
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baza de acid polilactic (LNGNPs). Formularile polimerice se realizeaza prin urmare,
in principal pentru a creste stabilitatea substantelor active, pentru a pastra
proprietatile biologic active si pentru a reduce efectele adverse nedorite, fiind
utilizatd o dozd de substantd activd implicit mult redusa. in general, proprietatile
fizico-chimice, dimensiunea, forma, Tincarcarea suprafetei, acoperirea etc. a
nanoparticulelor sunt elemente cheie in interactiunile cu sistemul imunitar, cu diferite
mecanisme specifice de actiune. Aceste proprietati au o influenta definitorie in ceea
ce priveste siguranta utilizarii in domeniul biomedical iar tehnicile prin care se
realizeaza caracterizarea fizico-chimica a compusilor obtinuti trebuie sa fie foarte
atent selectionate. Conform valorilor obtinute, nanoparticulele sintetizate corespund
utilizarii lor preliminare in aplicatiile farmaceutice. Studiile preclinice se bazeaza intr-
o prima faza pe comportamentul liniei celulare, in prezenta compusilor care necesita
evaluari farmaceutice. Celulele sanatoase sunt utilizate pentru a evalua toxicitatea
potentiala a compusilor. In aceasta cercetare experimentald, a fost observat un efect
stimulant asupra keratinocitelor umane imortalizate, in special atunci cand s-au
utilizat nanoparticule la cele mai mici concentratii. Linia de celule MCF 7 este cea
mai frecvent utilizata in studiul mecanismelor ER-pozitive ale celulelor maligne de
san, datorita rezistentei sale la terapia dobandita prin utilizare. Astfel, celulele sunt
optime pentru studiul rezistentei la terapia anti-hormonala, fiind usor de cultivat si
stimulat pastrand in acelasi timp expresia ER. In studiul de fata, compusii care au
fost testati nu au avut o influenta vizibila asupra celulelor: etinilestradiolul la cele mai
mici concentratii a avut un efect stimulator asupra celulor, in timp ce, la cea mai
mare concentratie, viabilitatea a fost de aproximativ 94%. Polimerul pe baza de
etinilestradiol a mentinut influentele compusului la concentratii mici si la cea mai
mare concentratie a redus viabilitatea celulara la aproximativ 90%. Atat
levonorgestrelul cat si nanoformulérile polimerice pe baza de levonorgestrel nu au
influentat viabilitatea keratinocitelor umane, s-a putut observa faptul ca viabilitatea
cea mai scazuta s-a inregistrat pentru concentratia cea mai mare de levonorgestrel
testatd (viabilitate ~96%) si pentru formularea polimericd asociatd aceleiasi
concentratii (viabilitate ~95%). Levonorgestrelul si nanoparticulele pe baza de acid
polilactic incarcate cu levonorgestrel nu au influentat in mod semnificativ celulele de
adenocarcinom mamar MCF 7: levonorgestrelul la cele mai mici concentratii a avut
un efect nesemnificativ asupra celulei, in timp ce la cele mai mari concentratii, s-a

observat un efect usor stimulativ. Polimerul pe baza de levonorgestrel a mentinut
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influentele compusului la toate concentratile dar a redus din efectul stimulativ
exercitat de compusul parinte.

Polimerii sunt formulari extrem de utile in abordarea noilor terapii care au
efecte benefice cu reducerea efectelor secundare. Etinilestradiolul este un compus
intens studiat, deoarece exercitd o serie de efecte atdt in ceea ce priveste
contraceptia, terapia de substitutie hormonald, cat si interactiunile alimente /
medicamente sau medicamente / medicamente. Prin urmare, pentru a beneficia in
continuare de efectele pozitive induse de acesta, este necesar sa se gaseasca
formulari care sa pastreze activitatea farmacologica, dar care sa reduca efectele
nedorite. PLA este un compus adecvat pentru a obtine nanoparticule etinilestradiol
stabile si eficiente si pentru a stabili implicarea in aparitia cancerului. Mai mult, se
asteapta ca linile celulare de cancer mamar, cum ar fi MCF-7, sa fie la baza
cercetarii in tratamentul acestor boli maligne. Datele obtinute sunt necesare pentru a
corela anumiti factori pentru a gasi modelul ideal in vivo care este eficient in multe
moduri: medical, economic si social.

Cel de-al doilea studiu a avut drept scop obtinerea nanoparticulelor de argint
si levonorgestrel, care au fost ulterior incorporate in lipozomi pentru a obtine un
sistem compatibil si eficient corelat cu mediul biologic. Probele obtinute au fost
caracterizate prin metodele fizico-chimice obisnuite si au fost testate ulterior in vitro
pentru o evaluare preliminara a comportamentului si sigurantei. Nanoparticulele de
argint incarcate cu levonorgestrel au fost obtinute prin sinteza chimica pentru a le
controla mai bine dimensiunea. S-a folosit spectroscopia UV-Vis in timpul sintezelor
pentru a confirma formarea nanoparticulelor de argint sub forma de solutii coloidale.
Analiza morfologica a fost realizata prin microscopie electronica cu transmisie (TEM)
care a evidentiat nanoparticule aglomerate cu suprafata relativ neteda, cu un
diametru mediu sub 200 nm; aspectul nanoformularilor lipozomale cu argint
incarcate cu levonorgestrel nu sufera modificari semnificative. Compozitia
elementala a coloizilor de argint a fost realizata prin analiza EDAX. Elementele
prezente in probele de nanoparticule de argint analizate au fost carbon, oxigen, azot,
sodiu si argint exprimate Tn procente de greutate (% Tn greutate) sau procente
atomice (At.%). Pentru a evalua stabilitatea probelor potentialul zeta a fost
determinat si datele obtinute au fost satisfacatoare, valorile fiind negative si situate in
intervalul -39 mV si -19 mV cu cele mai mici valori pentru sistemele lipozomale.

Dimensiunea probelor obtinute arata ca acestea sunt biocompatibile cu mediul
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biologic. Pentru a evalua impactul citotoxic al nanoparticulelor de argint cu
levonorgestrel si a sistemelor lor lipozomale asupra celulelor epiteliale ale sanului -
MCF 10A, au fost selectate doua concentratii 0.1 uM si 1 uM, respectiv, timp de 24
de ore. Datele obtinute au aratat ca la 0.1 uM nu a fost inregistrata nicio influenta
semnificativa asupra viabilitatii celulare timp de 24 de ore. La o concentratie de 1
WM, a existat o usoara scadere a viabilitatii celulare dupa tratamentul cu coloizii de
argint (viabilitate ~ 93%), coloizii de argint cu levonorgestrel (viabilitate ~ 94%) si
sistemele lipozomale cu coloizi de argint (viabilitate ~ 94%). Potentialul citotoxic al
esantioanelor obtinute pe celulele mamare de adenocarcinom uman a fost realizat
pe celule MCF 7 care au fost stimulate cu aceleasi concentratii utilizate in celulele
non-canceroase (MCF 10A) 0.1 uyM si, respectiv, 1 uM. Viabilitatea a fost influentata
mai mult sau mai putin statistic de toate probele testate la cea mai mare concentratie
dupa cum urmeaza: ~ 90% pentru Ag_NPs si Lip_Ag_NPs_PEG, ~ 91% pentru
Lip_Lng_Ag_NPs_PEG, ~ 92% pentru Ag_NPs_PEG, ~ 93% pentru Lip_Ag_NPs, ~
94% pentru Lip_Lng_Ag_NPs. Datele din prezentul studiu releva ca nanoparticulele
de argint cu levonorgestrel si sistemele lor lipozomale indeplinesc cerintele de
utilizare in aria biomedicala pe baza stabilitatii si dimensiunii lor. Testarea citotoxica
a sistemelor obtinute a fost efectuatd pe doua linii de celule mamare (celule non-
tumorale - MCF 10A si celule tumorale - MCF7) pentru a evalua activitatea la
concentratii scazute, tindnd cont de faptul ca datele din literatura folosesc adesea
concentratii care dovedesc citotoxicitatea pe linile de celule tumorale dar nu
folosesc comparatii cu linii non-tumorale. A existat o usoara reducere a viabilitatii
celulelor tumorale, care a variat statistic in functie de componentele probei, cele cu
levonorgestrel avand o influenta mai mica comparativ cu cele fara aceste substante.
Cel de-al treilea studiu a fost propus pentru a contribui la dezvoltarea unor
coloizi de argint atat acoperiti cat si neacoperiti cu PEG (polietilen glicol) ca
transportori de tip nano adecvati pentru acidul betulinic cu potential antitumoral
sporit. In plus, noii nanocoloizi de argint incarcati cu acid betulinic au fost
caracterizati dintr-o perspectiva fizico-chimica si potentialul antitumoral a fost testat
folosind modele in vitro de linii celulare de carcinom hepatocelular (HepG2) si cancer
pulmonar (A549). Formarea nanocoloizilor de argint incarcati cu acid betulinic a fost
confirmata de aparitia culorii galbene pal (evaluare macroscopica) si a unui varf de
rezonanta plasmonicd de suprafata (SPR) in intervalul spectral 400-440 nm in
spectrele de absorbtie UV-Vis. Sinteza chimica a fost propusa pentru a obtine
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dimensiunile si formele dorite, prin utilizarea unui agent de acoperire cu rol de
control al marimii si stabilitati (SLS) si un agent reducator (TC). Aceste
nanoparticule s-au incadrat in intervalul de dimensiuni de 20-80 nm si au avut
dimensiuni hidrodinamice medii (DLS) de: 21 nm (SilCo), 53 nm (PEG_SilCo), 32 nm
(SilCo_BA) si 71 nm (PEG_SilCo_BA). Valorile potentialelor zeta au confirmat
stabilitatea compusilor obtinuti. Capacitatea de incarcare a substantei active este
importanta pentru transportul si distributia substantei active. In prezentul studiu, s-a
observat o buna capacitate de incarcare a acidului betulinic in formularile propuse.
Avand in vedere faptul ca noii nanocoloizi de argint incarcati cu BA sunt destinati
utilizarii biologice, a fost testat impactul lor in vitro in ceea ce priveste viabilitatea
celulara si morfologia pe doua linii celulare tumorale: HepG2 - carcinom
hepatocelular uman si A549 - carcinom pulmonar uman. Rezultatele au indicat un tip
morfologie celulara si un efect citotoxic dependent de timp. n cazul celulelor HepG2,
SilCo si PEG_SilCo nu au avut niciun impact asupra viabilitatii celulelor dupa o
expunere de 24 de ore in comparatie cu celulele de control (celule care nu au primit
tratament), in timp ce un tratament mai lung (48 de ore ) a condus la o usoara
scadere a procentului de viabilitate celulard (aproximativ 89% pentru SilCo si,
respectiv, 83% pentru PEG_SilCo). Un comportament similar a fost observat in cazul
DMSO, solventul utilizat pentru solubilizarea BA. Pe baza acestor date, rezultatele
obtinute pentru nanocoloizii de argint incarcati cu BA (SilCo_BA si PEG_SilCo_BA)
au fost normalizate la SilCo, PEG_SilCo si, respectiv, DMSO. Nanocoloizii de argint
incarcati cu BA au indus o scadere a procentului de viabilitate a celulelor HepG2
care a fost mai semnificativa dupa 48 de ore: SilCo_BA (~66%) si PEG_SilCo_BA
(~72%). O scadere a viabilitatii celulelor (~75%) a fost, de asemenea, observata in
cazul BA solubilizat in DMSO (BA_DMSOQO), dar intr-o masura mai mica in
comparatie cu efectul nanocoloizilor. Aceste rezultate indica un efect citotoxic
crescut al noilor nanocoloizi de argint incarcati cu BA in comparatie cu BA singur.
Acidul betulinic (SilCo_BA si PEG_SilCo_BA) timp de 48 de ore a indus modificari
semnificative in morfologia celulelor. O forma rotunda a celulei, pierderea aderentei
si celule plutitoare in mediul de cultura precum si o distributie sporadica a celulelor
au fost elemente observate Tn comparatie cu celulele martor. Expunerea celulelor la
SilCo si PEG_SIilCo, a cauzat modificari ale formei si aderentei celulei, dar la o rata
mai mica in comparatie cu nanocoloizii de argint incarcati cu BA. Aceste modificari

ale morfologiei celulelor reprezintd semne clare de citotoxicitate si confirma
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rezultatele evaluarii viabilitatii celulelor. SilCo, PEG_SilCo si DMSO nu au interferat
cu viabilitatea celulelor A549, nu s-au observat modificari semnificative in procentul
de viabilitate a celulelor dupa tratamentul de 48 de ore. Celulele A549 au prezentat o
susceptibilitate mai scazuta la BA_DMSO (~88%) si nanocoloizi de argint incarcati
cu BA (SilCo_BA - ~75% si PEG_SilCo_BA - ~87%), a fost inregistratd o scadere a
procentului de viabilitate celulara, dar nu la fel de semnificativa ca pentru celulele
HepG2. Modificari minore au fost observate in celulele A549 dupa aplicarea
BA_DMSO si nanocoloizilor de argint incarcati cu BA. Celulele erau rotunde, dar
aderenta lor nu a fost grav afectata si nici confluenta lor. in prezentul studiu, a fost
obtinutd cu succes o noua formulare pe bazd de acid betulinic, sub forma de
nanocoloizi de argint neacoperiti si acoperiti cu PEG, care au prezentat caracteristici
adecvate, cum ar fi: dimensiunea in intervalul 20-80 nm, forma sferica, potentialul
zeta negativ si un diametru hidrodinamic mediu optim pentru sisteme de dimensiuni
nano. Noii nanocoloizi de argint incarcati cu BA au exercitat un efect citotoxic
imbunatatit atat in celulele HepG2, cat si in celulele A549 in comparatie cu
compusul parinte BA prin reducerea semnificativa a viabilitatii celulare si modificarea
aspectului lor morfologic. Astfel, acest studiu demonstreaza ca nanocoloizii de argint
neacoperiti si acoperiti cu PEG sunt adecvati ca platforme pentru livrarea acidului
betulinic pentru imbunatatirea efectului sau antitumoral datorita efectului sinergic
oferit de BA si asocierea cu nanocoloizii de argint. Sunt necesare studii aprofundate
in vivo pentru a verifica atat siguranta, cat si eficienta antitumorala a noii
nanoformulari pe baza de acid betulinic.

Contributiile originale care au fost aduse prin studiile experimentale
desfasurate si diseminate in jurnale de specialitate, ofera o perspectiva asupra
activitatii citotoxice a anumitor formulari pe baza de etinilestradiol si levonorgestrel
(impotriva celulelor maligne ale sanului), descifrarea anumitor mecanisme asociate
proceselor tumorale in prezenta fitocompusilor (de exemplu viabilitatea celulara si
morfologia specifica a celuleor maligne de plaman sau a carcinomului hepatocelular
in prezenta formularilor pe baza de nanocoilizi de argint incarcati cu acid betulinic).
Avéand in vedere complexitatea si interdisciplinaritatea subiectelor dezbatute anterior,
directiile de cercetare viitoare sunt variate si necesita evaluarea formularilor in studii
complexe, care sa implice toate etapele necesare pentru accederea ultereiooara in

studii clinice, bineinteles cu stabilirea completa a profilului farmacologic.
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