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INTRODUCERE

De la descoperirea lor in anii ‘60 ai secolului XX, antraciclinele constitue principala clasa
de medicamente anticanceroase utilizate Tn tratamentul diverselor forme de cancer localizat sau
generalizat. Mecanismul lor de actiune la nivelul celulei tumorale implica interactia cu acizii
nucleici, ceea ce induce apoptoza celulei respective, producerea de radicali liberi, precum si
efecte secundare ca influentarea actiunii helicazelor, perturbari ale membranei si activarea
reductivd mono- si bielectronica a medicamentului. Aceste specii pot transfera electronul catre
oxigenul molecular, cu formarea anionului superoxid si a speciilor reactive ale oxigenului
(ROS).

Tntr-un timp relativ scurt s-a observat ca aceste medicamente ridici probleme serioase din
punct de vedere terapeutic, in sensul ca in celulele tumorale se dezvolta o rezistenta la antibiotic,
iar 1n tesuturile sanatoase, o toxicitate (in special la nivelul tesutului cardiac) dependenta de
doza.

Mecanismul de transport al acestor medicamente catre celula tintd include transportul
pasiv (difuzia liberd) prin membrani a medicamentului neionizat. In cazul celulelor care au
dezvoltat o rezistenta la antibiotice (MDR), problema majord o ridicd transportul activ ATP —
dependent al medicamentului impotriva unui gradient de concentratie.

Caracterizarea fizico-chimica a sistemelor de transport al medicamentelor antitumorale
atat in conditii in vitro cat si in vivo reprezinta la ora actuala o directie de cercetare de importanta
majord in chimia farmaceutica cu un impact medical ridicat in terapia cancerului. Cercetari din
ultimii ani aratd ca eficacitatea tratamentului poate fi substantial imbunatatita prin Incapsularea
substantei active in diverse sisteme de transport, care sa asigure transportul catre celula tinta,
minimalizand degradarea medicamentului si evitand astfel efectele secundare nocive.

In acest context, utilizarea micelelor oferd o serie de avantaje comparativ cu alte sisteme
ca lipozomii si/sau polimerii: micelele pot fi obtinute usor si reproductibil in cantitati mari si,
superficial extern, optimizand eliberarea controlatda a medicamentului si specificitatea efectului
farmacologic. De asemenea, micelele de surfactant au fost utilizate ca sisteme model simplificat
in studiul interactiei medicament - membrand biologicd, care induc modificarea proprietatilor
fizico-chimice ale medicamentului (solubilitate, proprietati spectrale, electrice si acido-bazice).

Evaluarea cantitativda a efectului micelelor asupra proprietatilor medicamentului implica
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determinarea constantei de legare medicament - micela, coeficientul de partifie medicament -
apa, parametri esentiali in Intelegerea interactiei cu membranele biologice sau a corelatiei
structura - reactivitate a medicamentului.

Daca spectroscopia de absorbtie si emisie sunt tehnicile cele mai utilizate in aceste studii
Tn ultimele decenii, metodele electrochimice sunt de datd mult mai recenta. Versatilitatea acestor
metode permite simularea diverselor medii biologice si in corelatie cu metodele spectrale,
prezinta o serie de avantaje in caracterizarea interactiilor medicament — surfactant in diferite
conditii si medii. Este de mentionat complementaritatea rezultatelor obtinute prin cele doua
categorii de metode: metodele electochimice ofera informatii despre stoechiometria interactiei si
coeficientii de difuzie ai speciilor de medicament liber in solutic sau atasat micelei, iar cele
spectrale, mult mai sensibile la modificari structurale sau de aciditate in molecula de
medicament, permit determinarea coeficientilor de absorbtie ai diferitelor specii implicate si
evidentiaza contributia diferifior parametri structurali la interactie.

Plecand de la aceste premize, teza de fatd 1isi propune un studiu prin metode
electrochimice si spectrale de absorbtie, emisie si/sau rezonanta electronica de spin al interactiei
unor medicamente antitumorale cu structura antraciclinicd sau analogi structurali - model cu un
surfactant anionic, dodecil sulfat (laurilsulfat) de sodiu - SDS, in absenta si in prezenta acidului
dezoxiribonucleic dublu catenar (ADNdCc).

Strategia adoptatd se bazeaza pe investigarea a trei compusi model - doxorubicina,

epirubicina (epimerul 4' al doxorubicinei) si mitoxantrona.

mitoxantrona



Acesti compusi au structurd antrachinonica comuna, diferentele intre proprietatile fizice si
chimice rezultand din natura diferita a substituentilor.

Obiectivele tezei au fost urmarite pe acesti compusi — model si ele sunt urmatoarele:

® Studiul mecanismului de reducere a medicamentelor antraciclinice in mediu apos si
neapos, in prezenta si absenta oxigenului prin metode electrochimice (voltametrie ciclica si
liniard) si spectrale (spectrometrie de absorbtie UV-VIS si de rezonanti electronica de spin). In
scopul studierii proprietatilor cardiotoxice, se vor evidentia si discuta intermediarii radicalici ai
medicamentului. Natura solventului in care au fost realizate experimentele, precum si continutul
acestuia in oxigen, constituic modele experimentale simple care mimeaza conditiile existente in
vivo, utilizate cu scopul a intelege si explica mecanismul de actiune al acestui tip de

medicamente antitumorale.

e Studiul sistemului micelar de transport al medicamentelor antraciclinice sau analogi
structurali, realizat prin analiza interactiei cu un surfactant anionic (laurilsulfat de sodiu - SDS)
care formeaza micele de tip sferic in solutie apoasa, prin metode electrochimice (voltametrie
ciclica si liniard) si spectrale (spectrometrie de absorbtie UV-VIS si de fluorescentd). S-a ales un
surfactant anionic ca partener la interactie deoarece aceste medicamente sunt incarcate pozitiv la
pH fiziologic, ceea ce justifica alegerea tamponului fosfat ca solvent in experimentele noastre. Pe
de alta parte sunt foarte bine cunoscute proprietatile de micelizare a SDS-ului. Micromediul
hidrofob creat in jurul medicamentului inglobat in micela constituie un model simplu pentru
studiul interactiei medicament - membrane biologice. Scopul acestui studiu preliminar Tl
constituie imbunatédfirea modalitatii de administrare / transport intracelular al medicamentului.
De asemenea, aceste rezultate constituie o baza pentru investigarea formulei lipozomale a acestor

compusi.

® Analiza interactiei medicamentului inglobat in micela cu materialul genetic (ADN
dublu catenar) la pH fiziologic, utilizand metode electrochimice (voltametrie ciclica si liniard) si
spectrale (spectrometrie de absorbtie UV-VIS). Compararea caracteristicilor sistemelor
medicament inglobat in miceld — ADN versus medicament — ADN (interactie care a constituit
obiectul unor studii anterioare) permite evidentierea diferentelor / avantajelor care apar ca

urmare a utilizarii micelelor pentru transportul medicamentului.



MATERIALE, APARATURA SI METODE

Reactivii au fost procurati de la Sigma (doxorubicina. epirubicina, mitoxantrona - sub
forma de clorhidrati) si folositi ca atare, fara a fi purificati. Concentratiile de medicament
utilizate sunt Tntre 102-10°M. Ca electroliti in solutii s-a folosit tetrabutilamoniu
tetrafluoroborat, bromura de tetrametilamoniu, tamponul fosfat sau tamponul fosfat salin. Tn
unele situatii s-a utilizat dimetilsulfoxidul (DMSO) ca solvent, cu adaos controlat de apa. Pentru
studiile in prezenta oxigenului, s-a barbotat aer. Pentru indepartarea oxigenului din mediu, S-a
barbotat un gaz inert. Laurilsulfatul (dodecilsulfatul) de sodiu (SDS) s-a folosit in concentratii de
10™-10"M preparat in apa distilatd sau TMAB 0.1M. S-au preparat solutii apoase de ADNdc din
timus de vitel. In cazul titrarii cu ADN a unui amestec medicament - SDS, acesta a fost preparat
in TFS astfel incat concentratia surfactantului sa fie mai mare decat concentratia criticd micelara
in prezenta medicamentului si s-a lasat la incubat 30-40 minute la temperatura camerei, pentru a

se asigura formarea micelelor si inglobarea medicamentului in micele.

Tn cazul metodelor electrochimice, celula de electroliza a fost echipati cu trei electrozi.

S-au utilizat combinele electrochimice Voltalab 32 si Voltalab 40.

Tn cazul spectroelectrochimiei, domeniul de potential aplicat a fost intre -0.9V si -0.5V,
cu o celula de electroliza echipata cu trei electrozi, iar aparatul - spectrofotometru C. Zeiss Jena

si Unicam (Helios 4).

Pentru obtinerea spectrelor RES, s-a folosit spectrometrul Jeol JES-3B, celula de
electroliza fiind constituita din aceiasi trei electrozi mentionati anterior la spectroelectrochimie.

Simularea spectrelor RES s-a realizat cu programul WinSim.

In cazul spectrometriei de absorbtie UV-VIS s-a folosit aparatul Unicam (Helios 4)
cuplat cu programul Vision. Cand s-a realizat titrarea cu SDS sau ADN, agentul de titrare a fost
adaugat atat in celula de referinta, cat si in celula cu proba de studiat pentru a exista acelasi

indice de refractie.

In cazul spectrometriei de fluorescentd, lirgimea fantei la excitare si emisie a fost de

10nm, iar valoarea raportului semnal/ zgomot a fost intotdeauna intre 300 si 400.



Tn cele ce urmeaza se prezinta principalele contributii originale, rezultate experimentale si

concluziile obtinute. Numerotarea figurilor si a referintelor este cea din teza.

CONTRIBUTI ORIGINALE - REZULTATE SI DISCUTII

Obiectivul 1. Studiul mecanismului de reducere a medicamentelor antraciclinice [128]

Doxorubicina - 1. Studii electrochimice - Voltametrie ciclica si voltametrie liniara

a. Mediu aprotic (DMSO), dezaerat
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Fig.5 si 11 Voltamograme ciclice —
doxorubicina 1.22*10°M (DMSO /
0.1M TBABF,) (v =50, 100, 200, 400
si/sau 600 mV/s)

Tn domeniul de potential 0/-0.7V se

observd o singura undd de reducere;

T T T T T T T T T
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T
-1000

T T T
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E/mv

T T
-200 0

extinzand domeniul de potential pana

la -1V se constata aparitia celei de-a

doua unde de reducere. Cele doua unde corespund unor sisteme EC si se caracterizeaza prin

urmatoarele valori:

UNDA | UNDA 11
VC RDE VC RDE

ke/em/s | (2.6+0.1)*107 | 2.3*107 | (5.6+1.8)*10°° | 15.6*10°

E"/V | _.0315+0.005 |-0330 |-0.762£0.027 |-0.759

k/st 0.16 0.13+0.04

Do/ cm®/s | 5.1%10° 4.4%10° | 1.6*10° 17.5*10°

n/a 1.17 0.49

Tabel Valorile parametrilor

electrochimici

doud unde

pentru cele



b. Mediu aprotic(DMSQ),aerat

In prezenta oxigenului, se remarcad scindarea primei

0.002 —

0000 unde si disparifia contrapicului anodic, potentialul

-0.002 4

-0.004 -4

deplasandu-se spre valori negative comparativ cu

-0.006 -

g -0.008 . - . - -

S solutia neaeratd. Pentru prima unda, sistemul se
o] caracterizeaza prin coeficientul de difuzie D, = 3.5*10°
oo ] cm?/s.

vvvvvvvvvvvvvvvvvv
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Fig.16 Voltamograme ciclice - doxorubicina 1.22%107
M (DMSO/0.1M TBABF,) in domeniul -0.7 / OV (v = 50, 100, 200, 400mV/s)

Se constata ca potentialul celei de-a doua unde este situat in domeniul reducerii
oxigenului molecular in DMSO (-0.73V versus SCE [125]). In aceste conditii se poate presupune
n acord cu date din literaturd [129] formarea unui complex doxorubicina — oxigen molecular,
care ar justifica ireversibilitatea procesului si apritia unei noi unde la un potential mai negativ.
Posibilitatea transferului de electroni catre oxigenul molecular competitioneaza cu protonarea
anionului radical in etapa chimica, dupa cum se observa prin scaderea dramatica a raportului

lpa/lpc corespunzator primei unde la aerare.

. Mediu protic (DMSO + apa), dezaerat

Voltamogramele ciclice obtinute in DMSO cu adaosuri controlate de apa sunt prezentate
in Fig.18. Sistemul poate fi caracterizat prin urmatoarele valori: constanta transferului de

electroni ki = (6.3+0.9)*10%cm/s (mai lent decat in

0.0010 ~

o absenta apei, (26+1)*103cm/s), potentialul formal E”=
o] -0.571+0.006 V, constanta reactiei chimice k = 0.19s*
E 10,0015 ]
= o] si coeficientul de difuzie D, = 3.9%10°cm?/s.
oo Fig.18 Voltamograme ciclice - doxorubicina 3.94*10™
-800 ) 7‘00 ) —6:30 ) 75:)0 '742)0 ) 73230 ) 722)0 ) rlloo ) (I) ) 160 M (DMSO/HZO 6/1 V/V, OlM TBABF4) Tn domemUl =
0.7/ 0V (v = 100, 400mV/s)

Deci, in mediu aprotic cu adaos controlat de apa existd un mecanism EC, reactia chimica

cea mai probabild fiind protonarea speciei obtinuta in urma primului transfer de electroni.
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Comparand informatiile obtinute in cazul doxorubicinei in mediu aprotic (DMSO) cu

mediul protic (DMSO+H,0 6/1, v/v) se observa ca valorile coeficientului de difuzie al speciei

oxidate si a constantei de reactie sunt aproximativ egale, ceea ce conduce la presupunerea ca in

ambele conditii se formeza aceeasi specie, anume radicalul semichinonic protonat (AH'). Deci,

cele doua medii sunt foarte asemanatoare, semnificativ fiind continutul in protoni.

d. Mediu protic (DMSO + apa), aerat

La adaos de apa si aer, unda corespunzatoare primului proces se deplaseaza catre valori ale

potentialului mai pozitive, comparativ cu sistemul dezaerat.

0.005

0.000 4

I/ mA

-0.010 +

-0.015 4

-0.020

-0.005 <4

Fig.20 Voltamograme ciclice - doxorubicind 3.94*10™
M (DMSO/H,0 6/1 viv, 0.1IM TBABF,) in domeniul
-1/0V (v =50, 100, 200, 400, 600mV/s)

Sistemul se caracterizeaza prin potentialul formal E®=
-0.391+0.023V, constanta reactieci chimice k = 0.13+
0.06s™ si coeficientul de difuzie D, = 4.5*10°cm?s.

Sistemul corespunde unui caz EC.

Existenta probabild a unor complecsi cu oxigenul in mediul de reactie poate fi usor
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sesizabila (Fig.22).

Fig.22 Influenta oxigenului
dizolvat asupra primei unde de
reducere: A - mediu aprotic
(DMSO, doxorubicina 1.22*
10°M, v=0.4V/s), B - mediu
protic (TF, doxorubicina 1072
M, v=0.1V/s); rosu - dezaerat,

800 600 400 20 0 neg ru — aerat

E/mVv

Tn mediu aprotic prima unda este scindati, se deplaseaza citre valori mai negative ale

potentialului §i nu prezintd contrapic anodic, ceea ce indicd faptul cd anionul radical

semichinonic este implicat ntr-o reactie chimica ireversibila, care are putea fi sau cu oxigenul

molecular sau cu impuritatile protice din solvent. In acelasi timp apare o noud undi la un

potential mai negativ, in apropierea potentialului de reducere al oxigenului molecular in DMSO.
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Aceasta unda poate fi atribuitd fie reducerii oxigenului in DMSO, fie reducerii complexului
medicament — oxigen singlet (AO; ") format, conform mecanismelor prezentate in literatura
[129]. Absenta contrapicului anodic pare sa sustind cea de-a doua variantd, deoarece este

cunoscuta reversibilitatea reducerii oxigenului in DMSO.

Pe de alta parte, in mediu protic neutru (Fig.22B) apare o noud unda formata la potentiale
mai pozitive comparativ cu prima undd de reducere a medicamentului in TF, care este
ireversibila. Aceastd unda ar putea fi atribuitd reducerii oxigenului molecular, care are loc la

potentiale mai pozitive in mediu protic.

Tinand seama de datele din literatura [129], pot fi propuse doua mecanisme:

I: A+ 0, —> AO; (C) sau 1: A+te — A (E)
AO; +e" — A0, (E) A7+ 0, > AO ©)
AO, "> A+0; ©) AO, "> A+0O, ©)

adica un mecanism de tip CEC (I) sau ECC (l1). Rezultatele noastre electrochimice discutate mai

sus arata ca fiind mai probabil mecanismul I1.

e. Mediu apos (TFS/TF), dezaerat

el Se constatd ca pentru viteze de baleiere mari existd o dependenta

0024

liniara intre densitatea de curent si viteza de baleiere, ceea ce

0,00

0.024

sugereaza faptul ca peste unda de difuzie se suprapune unda de

250 JLBBI0STII0
0044 12098 N=6

1/ mA

adsorbtie.

-0.064
-0.084
0.104

0.124

Fig.24 Voltamograme ciclice in domeniul -1 / OV (v = 500,
600mV/s); inset — Fig.25 Dependenta curentului de pic catodic de
@ & 4 viteza de baleiere - doxorubicind 1*10™*M (TFS pH = 7.09)

E/mv

0.144

-0.16

Astfel, din analiza adsorbtiei Se obtine valoarea concentratiei superficiale a speciei

oxidate, 5.6*10°mol/cm? adsorbita pe electrodul de platina utilizat. Din dependenta Laviron se
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pot extrage informatii cinetice asupra procesului de la suprafata electrodului, si anume se
determina valorile o = 0.56 pentru coeficientul de transfer si ks = 8.7s™* pentru constanta de
viteza aparentd a transferului de electroni la suprafata electrodului (determinate din viteza

reactiei catodice).

In solutie apoasa, doxorubicina prezinta o singurd unda de reducere bielectronica, urmata

cel mai probabil de o reactie chimica de protonare.

2. Studii spectrale - 2.1 Spectroscopie de absorbtie UV-VIS

Spectrele de absorbtie UV-VIS au fost Tnregistrate in urma electrolizei la o valoare a
potentialului dupa prima unda de reducere, la temeratura camerei (Fig.27). Se observa o scadere
in timp a absorbantei benzilor de la 480 si 500nm, 0 crestere a absorbantei benzii de la 357nm si
aparitia altor doud benzi la cca 520 si 585nm, cu existenta a doud puncte izosbestice pe la 420 si
550nm. Se mai observa ca valoarea absorbantei de la 480nm scade 1n timp si aproape dispare
complet, iar banda de la 500nm se deplaseaza usor batocrom. Se observa, de asemenea, ca
absorbanta de la 357nm creste la electroliza prelungita, iar banda de la 585nm devine asimetrica,
cu un umar la 640nm. La oprirea electrolizei si
expunerea solutiei la aer, benzile de la 520 si 585nm
scad si se reface partial banda de absorbtie a
compusului initial (A). Astfel, aceastd banda a fost

atribuita anionului semichinonic (AH’), iar cea de la

Alua.

520nm anionului radical (A™).

. Fig.27 Spectrele de absorbtie - doxorubicind 8*10™
0 M (DMSO / 0.1M TBABF, dezaerat)

05+

La adaosul exogen de baza (hidroxid de tetrabutil
amoniu, TBOH) in DMSO (Fig.8) se observa un
comportament similar, ceea ce permite atribuirea
benzii de la 585nm anionului semichinonic (AH"),

[LE

Fig.28 Spectrele de absorbtie - doxorubicina
(reducere chimica cu ter{-butoxid de potasiu)

[ 8 ]

300 400 500 00 1 2



obtinut fie prin protonarea dianionului, fie prin disocierea gruparii fenolice din ciclu. Odata cu
aparifia benzii de la 640nm, procesul devine ireversibil, iar compusul initial este doar partial

recuperat.

2.2 Spectroscopia de rezonanta electronica de spin (RES)

Fig.29 Spectrul RES obtinut prin reducerea
A " B electrochimica a doxorubicinei 1.22*10°M
| 1{ B (DMSO dezaerat) (A) experimental, (B)

| ‘q‘\‘\“ ‘
AWV
i \IV

}‘ . . . .
“\“ M q simulat si atribuirea constantelor de

Kl | ﬂ ﬂ‘ e scindare hiperfind
] Mu‘ 1 A

H}M‘ H\.

Distributia  constantelor de  scindare

a=00mT 5 hiperfina atesta delocalizarea electronului
o o o
Qa7 “,,,CH impar pe fragmentul antrachinonic, deci o
Q2Z=—
LL Lo structurd caracteristici de anion radical
RN semichinonic.

In concluzie, coroborand toate datele experimentale spectrale si electrochimice, se poate
propune urmatorul mecanism de reducere pentru doxorubicind in solventi aprotici dezaerati,

care, fiind utilizati ca atare (fara anhidrizare speciald) contin totusi urme de protoni:

A+e=A" (E)
A+H" — AH’ (@)
Ate =A% (E)
A” +H" - AH ©)

In mediu aerat, posibilitatea transferului de electroni citre oxigenul molecular

competitioneaza cu protonarea anionului radical in etapa chimica.
In mediu protic are loc inci o etapi de protonare a dianionului
AH +H" — AH, ©

conducand la produsul final de reducere, ceea ce corespunde unui mecanism ECECC.
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Epirubicina - Studii electrochimice - Voltametrie ciclica si voltametrie liniara
a. Mediu apos (TFS/TF), dezaerat

Fig.30 Voltamograme ciclice - epirubicina 0.01M (TF
pH=7.0) (v = 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000mV/s)

0.04 —
0.03 4
0.02 4
0.01 4
0.00
-0.01 +
-0.02 4

Sistemul se caracterizeaza prin:

I/mA

-0.03 +
-0.04 4
-0.05 ]

-0.06
-0.07 4
-0.08

VC RDE

-0.09
-0.10 4
-011

kf /lecm/s | 1.6*%10°°

£ /v | -0.685+0.021 | -0.691

2 6
D0 /cm /s | 0.9%10

Fig.35 Voltamograme ciclice - epirubicina 0.01M (TF
pH=7.0) (v = 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000mV/s)

Sistemul se caracterizeaza prin: constanta transferului
de electroni ki = (1.9+0.4)*103cm/s, potentialul formal
E” =-0.664+0,006V si coeficientul de difuzie D, = 1.1*

10%cm?/s.

Epirubicina In mediu apos prezintd o reactivitate
crescutd pentru anionul radical semichinonic (A™), care poate fi implicat in urmatoarele

reactii competitive:
A+0, > A+0y"
A +H — AH’
2A" S A+ A"

Mai probabil pentru formarea complexului medicament - oxigen molecular pare

mecanismul ECC (mecanismul 11, pag. 11)
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Obiectivul 2. Studiul sistemului micelar de transport al medicamentelor - Interactia

doxorubicinei si mitoxantronei cu dodecilsulfatul de sodiu (SDS) [135-137]

Doxorubicina — SDS - 1. Studii electrochimice - Voltametrie ciclica si liniara

In urma adaugarii de SDS, s-a studiat doar primul proces de reducere, pe intervalul de
potential -1 / 0V, la diferite viteze de baleiaj (Fig.37). Trebuie precizat ca doar acest set de
experimente a fost realizat la o tarie ionicd mai mare
(0.25), restul experimentelor fiind efectuate la o tarie

ionica cuprinsa intre 0.011 — 0.15.

1/ mA

Fig.37 Voltamograme ciclice - doxorubicina 10™M

(TMAB 0.IM/TF pH=7.09) in prezenta SDS 1in

T P L concentratie de 0.00 (linie punctata), 3.8, 9.26 si
E/mv 10.96mM (v=0.1V/s)

Aditia treptatd de surfactant la o solutie apoasa de doxorubicina determina o deplasare a
picului catodic catre valori mai negative de potential si aparitia contrapicului anodic; in plus se
observa ca la concentratii mai mari decat CCM, valoarea potentialelor redox devine constanta.

Valoarea CCM este de (1.81+0.16)*10M, fost determinata conform urmatoarei ecuatii [160]:

lgccme = -3.65 - 0.57 * Ig[electrolit]

Variatia potentialului formal AE” (20mV) fata de valoarea in absenta SDS-ului sugereaza
o interactie slaba intre surfactant si medicament. Din variatia potentialului cu concentratia de
surfactant, se obtin urmatoarele valori pentru constanta de complexare K= 295M™ si pentru
numarul de liganzi p = 1.025, ceea ce corespunde formadrii unui complex doxorubicina: micelad
1:1. Din variatia curentului cu concentratia de SDS, se obtine de asemenea constanta de
complexare de 274.13 + 104.87TM ™.

2. Studii spectrale - 2.1 Spectroscopia de absorbtie UV-VIS

In urma titrarii cu SDS se observa o scidere a maximelor de absorbtie de la 480 si 500nm
pana la o valoare a concentratiei de SDS corespunzdtoare CCM, urmatd de cresterea acestora,

existand deci astfel doua procese (Fig.41A,B).
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Fig.41 Spectre de absorbtie

i i - doxorubicina 1.55*%10°M

(TF pH=7.09) A - procesul

] a | (domeniu premicelar); B

- procesul 1l (domeniu
postmicelar)

Absorbanta
Absorbanta

Aceste fenomene (procese)

T T T A T T T 1
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
% (nm) % (nm)

sunt mai bine evidentiate

in dependenta Asgp de concentratia de SDS.

Fig.42 Dependenta absorbantei Asgo de concentratia de

0.40 —

n . SDS adiugat la o solutie de doxorubicini 3.09%10°M
. (TF pH=7.09)
H N .\l L] "
0 . Valoarea CCM pentru surfactant in prezenta
7 . doxorubicinei a fost determinatda ca fiind de
- (7.97+0.62)*10*M, corespunzatoare minimului curbei

T T T T T T T T
-5.0x10* 0.0 50x10“ 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10” 2.5x10° 3.0x10* 3.5x10”

Spsiw din Fig.42.

Fiecare proces a fost analizat separat corespunzator unei interactii 1:1. Prin fittarea
dependentei A = f(SDS), pentru procesul | se obtin valorile constantei de interactie K =
(9.66+0.67)*10°M™ si &, = 8 755.44+56.33M*cm™. Pentru procesul II, rezultatele obtinute sunt
K = (1.4520.08)*10°M™ si &, = 13 325.1+87.78Mcm™.

Conform datelor din literaturda [64], raportul Asgo/Asso ofera informatii privind
repartizarea medicamentului in solutie si surfactant (Fig.45), adica intre faza citosolica si faza
membranara: valori mici (subunitare) ale raportului Aseo/Asgo corespund unui mediu hidrofil al
medicamentului — medicamentul n solutie, iar valori mari (Supraunitare) - unei inconjurari

hidrofobe — medicamentul inglobat in micela.

1014 . Fig.45 Variatia raportului Asoo/Asgo functie de concentratia
L1 . de SDS adaugat pentru o solutie de doxorubicina 3.1*¥10°M

Sonl " (TF pH=7.05)
. In concluzie, o tarie ionica mare determina sciderea valorii

T T T T T T T
0.0 6.0x10"  1.2x10° 1.8x10° 24x10° 3.0x10° 3.6x10°
[SDS]/M
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constantei de interactie, fapt care se poate vedea.comparand constanta de interactie pentru

procesul Il obtinuta prin metode electrochimice cu cea obtinuta prin spectroscopie de absorbtie.

2.2 Spectroscopia de fluorescenta

In urma titrarii cu SDS a unei solutii de doxorubicina se observa o scadere a intensitatii

fluorescentei celor doud maxime de la 554 si 587nm pana la o anumita valoare a concentratiei

SDS-ului corespunzatoare valorii CCM, urmata de cresterea acestora, existand deci astfel doua

125 4 A

100 4

F/ua

F/u.a.

1004

804

500

e
IN)
S
!

-

FSE-

-

8
g =

T T T 3
550 600 650 700 500

A/nm

procese (Fig.46A,B).

Fig.46 Spectre de fluorescenta -
doxorubicina  8.4*10°M  (TFS
pH=7.09) A - procesul 1
ss6mm (domeniu  premicelar); B -
procesul 11 (domeniu postmicelar)

T
0.000

T T T T T
0.002 0.004 0.006
[SDS]/M

T
0.008

T T 1
600 650 700
A/nm

Fig.47 Dependenta fluorescentei Fss4 de concentratia de
SDS adaugat la o solutie de doxorubicina 8.4%10°M
(TFS pH=7.09)

Valoarea CCM pentru surfactant in prezenta
doxorubicinei a fost determinata ca fiind de ~7*10™M.

Pentru procesul | s-a obtinut valoarea K = (5.06£0.72)*
10°M™, iar pentru procesul 11, K = (1.63+0.17)*10°M™,

Lucrand la o tarie ionica mai mare, s-a observat doar procesul Il, pentru care s-a obtinut K =

554/F

T
0.000

T T T T
0.001 0.002 0.003 0.004

[SDS]

T
0.005

274.83+12.5M™.

Fig.48 Variatia raportului Fss4/Fsg7 pentru o solutie de
doxorubicind 4.52*10°M (TF pH=7.45) functie de
concentratia de SDS

Conform datelor din literatura [64], raportul Fssa/Fsgy
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ofera informatii privind repartizarea medicamentului in solutie si surfactant, adica intre faza
citosolica si faza membranara. Astfel, valori mici ale raportului Fss4/Fsg7 corespund unui mediu
hidrofil al medicamentului, iar valori mari ale raportului Fss4/Fsg; corespund unei inconjurari

hidrofobe a medicamentului.

Mitoxantrona - Mediu apos (TFS/TF), dezaerat
Studii electrochimice - Voltametrie ciclica si voltametrie liniara

Pe intervalul de potential studiat -1.2 / OV se observa doua unde de reducere. Utilizand carbonul
vitros drept electrod de lucru, s-a putut observa chiar si cu ochiul liber, adsorbtia medicamentului
pe electrod, un fenomen fizic bine cunoscut si din
literatura [88, 93-96]. Interpretarea acestor rezultate

100 este cu atat mai dificila cu cat peste unda de difuzie se

|pc IuA
°

suprapune unda de adsorbtie.

-100 A

-200

Fig.52 Voltamograme ciclice - mitoxantrond 1.62*10™

T 4 6s a8 94 o2 oo M (TF pH=7.4) (v = 50, 100, 200, 300mV/s)

E/V

Tn conditii experimentale favorizand adsorbtia, se

200

observa existenta unei singure unde de reducere, pe

acelasi interval de potential -1.2 / OV,

-200

J / uAlem’

Fig.53 Voltamograme ciclice - mitoxantrona 1.6%*10™
M in TFS pH=7.4 la v = 50, 100, 200, 300, 600, 700,
800, 900, 1000mV/s

-400

-600

E/V

Din variatia AE,» functie de viteza baleiere se
estimeaza numarul de electroni n = 1.94+0.26, in perfecta concordanta cu reducerea bielectronica
a chinonei. Din criteriile de adsorbtie, se determina concentratia superficiala de (2.4ﬂ:0.6)"‘10'10
mol/cm? pentru specia oxidata si (0.54+0.08)*10™° mol/cm?® pentru specia redusi. Din

dependentd Laviron, se obtin valorile a = 0.5+£0.06 pentru coeficientul de transfer si ks =
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12+0.19s* pentru constanta de viteza aparentd a transferului de electroni la suprafata

electrodului.

In concluzie, mitoxantrona in TFS suferd o singurd reducere bielectronica, o parte din

medicament adsorbindu-se la suprafata electrodului.

Mitoxantrond — SDS - 1. Studii electrochimice - Voltametrie ciclica si liniara

In urma adaugarii SDS-ului la solutia de mitoxantrona, se observa ca nu mai exista doua
unde, ci una singurd pozitionatd intermediar pe axa potentialului in raport cu cele doud unde

inregistrate in absenta surfactantului. Se observa, de asemenea, doua procese (Fig.58a,b):

Fig.58 Voltamograme ciclice -
mitoxantrona (1.85*10™*M/TFS pH=
7.4) in prezenta unei concentratii
crescande de SDS: a - procesul |
(domeniu premicelar), b - procesul 11
(domeniu postmicelar) lav =0.2V/s

-0.04

T T T T T T T T T T T T
-1200 -1000 -800 -600 -400 -200 O -1200 -1000 -800 -600 -400 -20i 0
E mV E mv

Existenta celor doud procese este foarte bine pusd in evidentd prin reprezentarea grafica a
curentului de pic functie de concentratia de surfactant,
-2.2x10°

2sa0] ele fiind separate de concentratia de SDS
e corespunzitoare CCM de ~4*10M (Fig.59).

-2.8x10° o -

SE-3O><105- ? ! -
:: " Fig.59 Dependenta curentului de pic catodic al unei
N solutii de mitoxantrona 1.85%10°M (TFS pH=7.4)

o oos oo oos omm oos functie de concentratia de SDS, la v =0.4V/s

(sDS1 /M
Variatia potentialului de semiundad AE" (circa 160mV) sugereaza o interactie destul de puternica
intre surfactant si medicament si din dependenta acestuia de concentratia de surfactant s-au
obtinut valoarea constantei de complexare K = 3.25%* 10®M? si numarul de liganzi p = 1.85, ceea
ce corespunde formdrii unui complex medicament : SDS de stoechiometrie 1:2, explicabil prin

sarcina +2 a mitoxantronei.
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Cele doua procese au fost interpretate separat, aproximand o interactie 1:2 pentru primul
proces si o interactie 1:1 pentru procesul II. Astfel, se obtine valoarea K = (2.53+0.54)*10°M™
pentru primul proces si pentru procesul II, K = (1.83+1.16)*10°M™ si Dy = 1*10°cm?/s pentru
medicamentul incapsulat in micel, deci 0 valoare mult mai mica in comparatie cu Do = 8.7*107

cm?/s in TF n absenta SDS-ului.

2. Studii spectrale - Spectroscopia de absorbtie UV-VIS

Tn urma titrdrii cu SDS, se observa sciderea celor doud maxime de absorbtie de la 610 si
660nm, pana la o concentratie de SDS corespunzitoare CCM de (8.16+0.92)*10™M, valoare
peste care absorbantele incep sa creasca si se modifica raportul intre ele (banda monomerului de

la 660nm devine mai intensa decat cea a dimerului de la 610nm).

Fig.62 Spectre de absorbtie -
mitoxantrona 2.86*10°M
(TFS pH=7.09) A - procesul |
(domeniu premicelar); B -
procesul I (domeniu
postmicelar)

A/nm A/nm

0s ; Existenta celor doud procese este bine pusa in evidenta
] . ) ) prin dependenta A=f(SDS).

B B

<0 - Fig.63 Dependenta absorbantei Aggp de concentratia de
S SDS adaugat la o solutie de mitoxantrona 2.86%10°M
0] Wt (TFS pH=7.09)

T T T T T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010
[SDS] /M

Analiza procesului I pentru o interactie 1:2 a condus la
obtinerea valorilor K = (1.47+0.07)*10®M™ si g, = 7 427.1+105.3M ™ cm™?, iar pentru procesul 11
pentru o interactie 1:1, K = (1.45+0.08)M™ si &, = 36883.23+215.28 Mcm™.

Interactia medicament - micelda mai poate fi caracterizatd si prin coeficientul de partitie
(kx), care reprezinta afinitatea substantei solubilizate pentru faza micelard comparativ cu faza

apoasd. In Tabelul 16 sunt trecute valorile coeficientilor de partitie obtinuti pentru mai multe
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solutii de mitoxantrond de concentratii diferite. Se remarcd o dependentd foarte stransd de
concentratia de mitoxantrona — valoarea coeficientului de partitie scade cu cresterea concentratiei
de medicament, ceea ce indica faptul ca solubilizarea mitoxantronei in micelele de SDS este un
proces competitiv, care devine din ce In ce mai dificil pe masurd ce creste cantitatea de

medicament incorporat in micela.

’m*10°/ M | ke*107 Tabel 16 Dependenta coeficientului de partitie al
4.21 7.85+1 mitoxantronei intre faza micelara si apoasa de concentratia de
2.86 87.82
1.87 135.73

Tinand cont de cresterea valorii raportului Aggo/As1o (adica a raportului absorbantelor de
la 660nm corespunzatoare monomerului si a celei de la 610nm corespunzatoare dimerului) de la
0.78 la 1.27 (Fig.67) pentru concentratii de SDS mai mari decat CCM, se poate presupune ca

disocierea dimerilor mitoxantronei se datoreaza
1.3 4
L L L interactiei medicamentului cu micelele de SDS; deci

1.2

. moleculele de mitoxantrond interactioneza cu

1.1

micelele de SDS sub formd monomera.

610
n

i§10 I
0.9 l:
08 | Fig.67 Variatia raportului Aggo/As1o pentru o solutie
. de mitoxantrond 2.86*10°M (TFS pH=7.09) functie
Cow  om oo o oo de concentratia de SDS adaugat

[SDS]/M

Localizarea moleculei de mitoxantrond in miceld poate fi elucidata prin compararea
spectrului mitoxantronei in prezenta SDS-ului cu spectrele in apa si solventi organici de diferite
polaritati. Astfel se poate presupune ca o crestere a hidrofobicitdtii mediului induce disocierea
dimerilor mitoxantronei (Fig.67), medicamentul fiind incapsulat sub forma de monomeri in
micelele de SDS. Coeficientul de partitie octanol:apa al mitoxantronei la pH = 7.4 este logP =
0.79, cea ce indica faptul ca mitoxantrona este clar un medicament lipofil [169]. Din moment ce
suprafata micelei este un mediu cu proprietati diferite de cele ale apei (constanta dielectricd mai
mica) [170], la concentratii de SDS mai mari de CCM, mitoxantrona este incapsulata in micelele

de surfactant sub formd monomera si, cel mai probabil, se gaseste la suprafata micelei cu
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cromoforul indreptat catre core-ul micelei si ambele catene laterale incarcate pozitiv orientate
catre grupele sulfat din SDS incarcate negativ, atat interactiile polare cat si cele electrostatice

jucand un rol important in legarea medicamentului la micela.

In concluzie, din datele electrochimice si spectrale obtinute pentru cele doud
medicamente se remarca faptul ca valoarea CCM obtinuta de noi in experimente, de ordinul 10™
M, este mai micd decat in apa purd (8.08*10>M) si decat Th TF 50mM (1.99*10°M) raportate n
literatura [141], datorita bine-cunoscutului efect de scadere a CCM a surfactantului sub influenta

diferitilor ioni si molecule prezente in solutie [142], electroliti si medicament.

De asemenea, In ambele cazuri au fost observate doud procese, primul in domeniul
premicelar de surfactant corespunzitor interactiei electrostatice dintre SDS si medicament, iar

cel de-al doilea in domeniu postmicelar corespunzator interactiei medicament — micela de SDS.

Obiectivul 3. Analiza interactiei medicamentului inglobat in miceld cu materialul genetic

(ADN dublu catenar) la pH fiziologic - Mitoxantrond - SDS micelar - ADN dublu catenar

1. Studii electrochimice - Voltametrie

S-a pornit de la o solutie de mitoxantrond cu SDS intr-un raport molar corespunzétor
procesului 1l pe palier (P/D = 149), astfel incat sa se asigure incapsularea medicamentului n
micele, care a fost titratd cu ADN preparat in amestecul mitoxantrona - SDS. Voltamogramele

inregistrate au urmatorul aspect (Fig.68).

Fig.68 Voltamograme ciclice
10ac° | - mitoxantrond + SDS
micelar in raport P/D = 149
(TFS pH=7.4) in prezenta de
ADNdc: A - procesul I (0 -

6.34*10"°M/nucleotide
ADN), B - procesul Il

-1.0x10°

3/ Alem?®

31 Alem®

-1.0x10° 4

s
-2.0x10° -15x10° 4

-3.0x10° 4 2000° (179*10-5 - 6.52*10-5
i M/nucleotide ADN) la v =
0.1V/s

EIV E/V

Din Fig.68A se observa ca initial unda a doua de la valori ale potentialului mai negative

(~ -0.85V) este mai intensa decat umarul (unda intai) de la ~ -0.6V (pentru 0.00M/nucleotide
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ADN), situatie similara celei din Fig.58b din punct de vedere al compozitiei sistemului
(mitoxantrond — SDS in raport P/D = 149, adica o valoare a raportului P/D corespunzatoare
procesului II pe palier), cu mentiunea ca dispare contrapicul anodic, adica dispare reversibilitatea
cuplului redox respectiv, ceea ce Inseamna ca transferul de electroni este lent. Cel mai probabil
aceastd unda corespunde monomerului neutru al mitoxantronei inglobat in miceld, iar unda intai
corespunde mitoxantronei libere in solutie. Prin adaugarea ADN-ului, intensitatea undei a doua
scade, iar cea a primei unde creste; alura devine asemanatoare mitoxantronei in TF pH = 7.4 din
Fig.58a, si cele doud unde devin aproape egale (Fig.68B). Deci, ADN-ul in concentratii mici
scoate mitoxantrona din miceld, fenomen care are loc pana la atingerea unui echilibru si

voltamograma ciclica rdimane constanta.

Din dependenta densitatii curentului corespunzator primului pic de concentratia de ADN
adaugat (Fig.71), se observa existenta acelorasi doua procese de scadere (procesul 1) si crestere
(procesul II), ca si in cazul sistemelor medicament - SDS, dar, in plus, apare un domeniu

intermediar acestora, corespunzator procesului lI.

201 " Domeniul 111 este delimitat de valorile CCA si CCM ale
" SDS-ului.
N’\é‘: -2.7x10™" — .. ”
) e '_ n ..'.;-"'h' o Fig.71 Dependenta densitatii curentului de pic catodic
-t al unei solutii de mitoxantrona + SDS micelar in raport
- p—— o — P/D=149 (TFS pH=7.4) functie de concentratia de
~ [ADN]/ Minucieoide ADNdc adaugat la v=0.1V/s

Tn cazul nostru, procesele | si II au fost analizate separat pentru o interactie 1:1, iar
rezultatele obtinute sunt: pentru procesul | K = (1.73+0.12)*10°M™ si pentru procesul II, K =
(8.84+1.31)*10°M™.

Corespunzator procesului 1, se determina contributia ADN-ului la agregarea micelara,
avand valoarea de 10.92kJ/mol, si numarul de agregare al SDS-ului in prezenta ADN-ului, care
este 90.

In plus, se poate remarca o deplasare a valorii raportului ADN / medicament in prezenta
micelelor de SDS catre valori mai mici comparativ cu absenta surfactantului, de la 2.7 [117] la

circa 0.07 - 0.15, ceea ce ar putea insemna ca administrarea mitoxantronei sub forma de
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medicament inglobat in miceld este mult mai eficientd terapeutic decdt administrarea

medicamentului ca atare.

2. Studii spectrale - Spectroscopie de absorbtiei UV-VIS

S-a pornit de la o solutie de mitoxantrona 1.85*%10°M (TF pH=7.4) cu SDS intr-o

concentratie mult mai mare decait CCM (P/D = 149), astfel incat sa se asigure incapsularea

medicamentului Tn micele. S-a constatat ca spectrul solutiei mitoxantrona - SDS se modifica in

timp, si anume banda monomerului se scindeaza dupa circa 1 ord de incubare, devenind stabil,

ceea ce este prezentat in Fig.73A - inset. Solutia stabila obtinuta a fost titratd cu ADN preparat

in amestecul mitoxantrond - SDS. Familia de spectre inregistrata pune in evidenta existenta celor

doua procese: de scadere si de crestere a absorbantei maximelor de la 613, 649 si 665nm.

Alua.

A /nm

Fig.73 Spectre de absorbtie -
mitoxantrona + SDS micelar
in raport P/D=149 (TF pH =
74) A - procesul I (0 -
2.06puM/nucleotide ADN); B -
procesul Il (2.87 - 36.4uM/
nucleotide ADN); inset
mitoxantrond + SDS (P/D =
110) linie continud — tincupare =
0, linie franta - tincupare > lora

Se mai observa cd maximul de la 660nm corespunzator absentei surfactantului se

scindeaza n doud — un umar la 649nm si un maxim la 665nm, ceea ce sugereaza existenta a doua

specii de monomer.
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0.30
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T T T T T T T T |
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In plus, din variatia absorbantei cu concentratia de ADN

adaugat (Fig.74) se observa ca cel de-al treilea domeniu,

intermediar proceselor I si II, este foarte restrans.

Fig.74 Dependenta absorbantei Aggs de concentratia de
ADNdc adaugat la o solufie de mitoxantrond + SDS
micelar in raport P/D=149 (TF pH=7.4)
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Procesele I si II au fost interpretate separat conform unei interactii 1:1, iar rezultatele
obtinute pentru procesul I sunt K = (9.54+1.96)*10°M™ si ¢, = 16 148.22+234.84M™* cm™, iar
pentru procesul Il, K = (3.07+0.47)*10*M™ si &, = 24 484.58+ 605.78M*cm™.

Corespunzator domeniului III, s-a calculat raportul de interactie surfactant / ADN si s-a

obtinut valoarea de 70moli SDS : 1mol ADN.

Tn concluzie, atat prin metodele electrochimice cat si prin cele spectrale, s-au observat
trei procese atribuite astfel: procesul | - in prezenta biopolimerului, medicamentul iese din micela
si interactioneaza cu ADN-ul, domeniul 1l — o zona de tranzitie intre cele doua procese, in care
presupunem cd ar avea loc reorganizarea moleculelor de SDS in micele pe suprafata sau in
vecinatatea lantului de ADN si procesul Il — incepe dupa cel de-al doilea punct de inflexiune

corespunzator CCM al surfactantului, cand presupunem ca apar micelele "libere".

CONCLUZII

1. Studiul mecanismului de reducere a medicamentelor antraciclinice:
Analiza rezultatelor electrochimice in corelare cu cele obtinute prin spectroscopie UV-

VIS si RES - in situ in diverse conditii experimentale a condus la urmatoarele concluzii:

e Pentru doxorubicini si epimerul ei, epirubicina, in solventi aprotici dezaerati, reducerea
consta Tn doud etape de transfer monoelectronic reversibil, corespunzatoare reducerii ciclului
chinonic central la anion radical si dianion. In prezenta impuritatilor protice (prezente in solventii
comerciali, utilizati fard anhidrizare speciald, in concentratii de ordinul concentratiei
substratului) poate avea loc protonarea acestor specii conducand la radicalul liber AH | si
respectiv AH", mecanismul global dedus fiind de tip ECEC.

e Anion radicalul a fost identificat si caracterizat prin spectrometrie RES — in situ si atesta
0 delocalizare a electronului impar pe ciclurile C si D, deci o structurd caracteristica de anion
radical semichinonic. Distributia constantelor de scindare hiperfind atesta delocalizarea
electronului impar pe fragmentul antrachinonic, deci o structura caracteristicd de anion radical
semichinonic. Tinand seama ca partea aromatica plana ce constituie zona hidrofoba a moleculei
este cea care se intercaleaza intre perechile de baze ale ADN-ului, aceasta distributie de spin ar

putea explica actiunea radicalilor semichinonici asupra ADN-ului.
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e Intermediarii diamagnetici (dianionul, A% si anionul neradical AH") au fost identificati
prin spectroscopie UV-VIS la reducerea chimica si /sau electrochimica in-situ.

e In prezenta oxigenului, in solutii aerate, voltamograma ciclici arati ci prima unda se
scindeaza si nu mai prezinta contrapic anodic. Analiza conform criteriilor electrochimice indica
o reactie chimica ce succede primului transfer de electron, iar compararea potentialului de
reducere cu cel al oxigenului molecular in DMSO justifica atribuirea procesului formarii unui
complex intermolecular medicament - Oy, ca prima etapd a formarii anionului superoxid, in
acord cu date din literatura [129].

e Tn medii protice comportarea redox, similard cu a chinizarinei, este puternic dependenti
de compozitia solventului si de pH. In solutii apoase, la pH~7, reducerea consti intr-un proces
bielectronic, conform stoechiometriei globale: A + 2e + 2H" 5 AH,. in solutia dezaerati apare
cuplul reversibil la -675 mV, iar in prezenta oxigenului acesta devine ireversibil si este precedat
de o unda ireversibild mai intensd situatd la -490mV [128]. Aceastd comportare sugereaza, in
concordantd cu date din literaturd [129] formarea unui complex medicament - Oy, redus la un
potential pozitiv in raport cu medicamentul, si care faciliteaza transferul de electron catre

oxigenul molecular, generand anionul superoxid conform reactiilor:

AO, +e = A0,
AO, =A+ 0,

acesta fiind ulterior implicat in prezenta apei in generarea speciilor reactive ROS.

2. Studiul interactiei medicament - surfactant in vederea utilizarii micelelor ca drug-carrier
Mediul micelar este cel mai simplu sistem care mimeaza structura membranelor biologice.

Interactia doxorubicinei cu surfactantul anionic SDS a fost studiatd prin voltametrie
ciclica, spectroscopie de absorbtie si de emisie (fluorescenta). Rezultatele electrochimice au

aratat:

e Deplasarea picului catodic catre valori mai negative ale potentialului atestd interactia
doxorubicina — SDS. Pentru concentratii mici de SDS (in domeniul premicelar) interactia
electrostaticd intre medicamentul incarcat pozitiv la pH~7 si surfactantul anionic conduce la

neutralizarea sarcinii medicamentului. La concentrafii mai mari decat CCM, in solutie apar

26



micele, iar interactia medicament — miceld are ca rezultat inglobarea medicamentului in
interiorul micelei. O tarie ionica mare, datoratd in cazul de fata utilizarii de TMAB si TF,
determind formarea unor micele mai mari si favorizeaza extragerea medicamentului din apa in

interiorul micelei [140].

e Metoda spectrald a adus in plus confirmarea faptului ca, pentru procesul I, are loc
neutralizarea sarcinii pozitive a medicamentului de catre sarcina negativd a surfactantului, cu o
stoechiometrie a interactiei de 1:1, urmata de dimerizarea medicamentului o datd cu cresterea
concentratiei de SDS (prin valoarea coeficientului molar de extinctie mai mica decat a
monomerului, tinzand catre cea a dimerului) si a faptului ca, pentru procesul II, are loc
inglobarea medicamentului in miceld sub forma monomera (prin valoarea coeficientului molar
de extinctie mai mare decat a monomerului, datoritd mediului hidrofob din interiorul micelei).

e Pentru concentratii de SDS mai mici decait CCM, fenomenul de stingere a intensitatii
fluorescentei poate fi atribuit formarii complecsilor medicament - SDS formati in principal prin
interactie electrostatica si implicand cel mai probabil atomul de azot protonat din restul glucidic,
ceea ce ar corespunde unei stoechiometrii a complexului de asociere doxorubicina - SDS de 1:1.
Neutralizarea sarcinii pozitive a medicamenului de catre anionii surfactantului diminueaza
fortele de repulsie dintre moleculele de medicament si favorizeaza dimerizarea medicamentului.
Procesul 11, caracterizat prin cresterea intensitatii fluorescentei, tinde catre un nivel de saturatic a
medicamentului la concentratii mari de surfactant si corespunde inglobérii moleculelor de
doxorubicina in micelele de SDS, cel mai probabil sub forma monomera.

e Parametrii de legare determinati prin spectroscopie de fluorescentd sunt in bun acord cu
cei determinati prin spectroscopia de absorbtie. In plus, rezultatele obtinute la o tarie ionici mai
mare (0,25) sunt in foarte bun acord cu rezultatele determinarilor electrochimice, atat din curent
cat si din potential, ceea ce confirma faptul ca taria ionica a solutiei, pe langa domeniul diferit de
concentratii, este cauza discrepantelor observate intre constantele de legare determinate prin
diferite metode.

e Intrucat mitoxantrona nu prezinta fluorescentd, interactia mitoxantronei cu surfactantul
anionic SDS a fost studiata prin voltametrie ciclica si spectroscopie de absorbtie, in domeniul de

concentratii de surfactant premicelar si micelar.
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In absenta SDS-ului, prin studiul electrochimic s-a observat si caracterizat adsorbtia
fizica mitoxantronei pe suprafata electrodului de carbon vitros.

e Ambele metode au indicat doud procese de interactie diferite: domeniul premicelar
(corespunzator procesului I) a fost atribuit interactiei electrostatice intre grupele incarcate pozitiv
ale medicamentului si cea negativa a surfactantului, cel mai probabil cu o stoechiometrie 1:2.
Domeniul micelar (corespunzator procesului II) a fost atribuit interactiei intre medicament si
micelele de SDS, interactie 1:1 care are ca efect incapsularea (inglobarea) mitoxantronei cel mai
probabil sub formd monomera in micele.

e Valoarea CCM a SDS-ului in conditiile noastre experimentale este de circa 0.75*10’3M,
mai mica decét in solutie apoasd (8.1%10>M) sau Tn TF 50mM (1.99*10°M), datorita existentei
electrolitilor in solutia de lucru.

e Analiza comparativa a spectrelor de absorbtie in diferiti solventi cu cele In SDS ofera
informatii despre pozitia medicamentului in micela. Rezultatele obtinute au indicat ca fiind cea
mai probabila localizarea medicamentului in stratul superficial al micelei, cu heterociclul orientat
spre interior si cele doua catene incarcate pozitiv orientate citre grupele sulfat negative ale

surfactantului, interactia implicand atat forte electrostatice cat si hidrofobe.

3. Analiza interactiei medicamentului inglobat in micela cu materialul genetic (ADN dublu
catenar) la pH fiziologic

Interactia mitoxantronei cu ADN dublu catenar in prezenta surfactantului anionic
SDS intr-o concentratie mai mare decat CCM a fost studiatd prin voltametrie ciclica si
spectroscopie de absorbtie.

e Rezultatele electrochimice au evidentiat urmatoarele:
> existenta a doud unde pe voltamograma ciclica in domeniul —0,6 - —0,9 V versus SCE;

> dependenta densitatii curentului corespunzator primului pic de concentratia de ADN
adaugat indica existenta acelorasi doud procese de scadere (procesul I) si crestere (procesul II),
ca si in cazul sistemelor medicament - SDS, dar, Tn plus, apare un domeniu intermediar acestora,

corespunzator procesului III.

e Procesul I corespunde cel mai probabil interactiei mitoxantrond — ADN, adica in prezenta

biopolimerului, medicamentul iese din micela si interactioneaza cu ADN-ul.
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e Domeniul 11, caracterizat de o regiune mai mult sau mai putin constanta, este limitat de
concentratia critica de agregare (CCA) a surfactantului, care reprezintd momentul in care
complecsii agregate micelare - medicament devin detectabili, si de un al doilea punct de
inflexiune corespunzator CCM a surfactantului, care marcheazd aparifia micelelor "libere"
(corespunzator procesului II). El este atribuit saturarii polimerului (ADN) in raport cu adsorbtia
surfactantului pe suprafata sau in vecinatatea acestuia. Desi ADN-ul si SDS-ul sunt molecule
incarcate negativ si, in consecitd, o apropiere stransa intre ele este interzisa din punct de veodere
energetic, la cresterea concentratiei de SDS se pare cd o asemenea apropiere devine probabila
datoritd difuziei SDS-ului. Acest fenomen de excludere a medicamentului din ADN de catre
micelele de SDS este interesant deoarece se presupune cda ADN-ul si micelele de SDS nu
interactioneaza datorita Incarcarii suprafetei lor cu aceeasi sarcina. Explicatia probabila / posibila
ar fi aceea ca micromediul hidrofob creat de SDS-ul micelar induce o perturbare temporara a

structurii compacte a ADN-ului dc. [171]

e Valorile constantelor de interactie obtinute prin cele doud metode sunt in bun acord; de
asemenea valoarea numadrului de agregare al SDS-ului in prezenta ADN-ului. Valoarea obtinuta
concorda cu cea din literaturd estimatd pentru o solutie de NaCl 0.1M; astfel se constatd ca

marimea micelelor este aproximativ aceeasi in prezenta sau in absenta polimerului [154].

e S-a observat deplasarea valorii raportului ADN / medicament in prezenta micelelor de
SDS cétre valori mai mici comparativ cu absenta surfactantului, de la 2.7 [117] la circa 0.07 -
0.15, ceea ce ar putea Tnsemna cd administrarea mitoxantronei sub forma de medicament
inglobat in micela este mult mai eficientd terapeutic decat administrarea medicamentului ca

atare.

e Tinand cont de datele electrochimice si spectrale obtinute pentru sistemele mitoxatrona —
SDS si mitoxantrona — SDS micelar — ADN, coroborate cu rezultate anterioare referitoare la
comportarea mitoxantronei / chinizarinei in DMSO la adaos de hidroxid de tetrabutilamoniu
[120, 134], cel mai probabil in solutie apoasa la pH neutru exista un echilibru intre mitoxantrona

protonata si forma deprotonata.

Ca perspective, tinand cont de locul meu de munca, investigarea proprietatilor

cardiotoxice ale acestor medicamente poate fi continuata/dezvoltata prin experimente ex vivo
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(realizate pe celule), in vitro (pe linii celulare) si/sau in vivo (pe animale de laborator). Acest tip
de studii constituie modele experimentale mult mai apropiate de situatia reala prin complexitatea
sistemului de lucru (existenta organitelor celulare, a membranelor intracelulare, a ionilor
metalici, a biomoleculelor - enzime, acizi nucleici etc). In plus, ele ofera conditii reproductibile

intra- si interdeterminari.

O alta posibilitate de a continua cercetarile pe aceasta directie se regaseste in domeniul
biosenzorilor, care este in plind dezvoltare in momentul de fatd, pe baza proprietatilor de

adsorbtie fizica sau chimicd a medicamentului pe suprafata electrodului.
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