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INTRODUCERE 

 

De la descoperirea lor în anii ‘60 ai secolului XX, antraciclinele constitue principala clasă 

de medicamente anticanceroase utilizate în tratamentul diverselor forme de cancer localizat sau 

generalizat. Mecanismul lor de acţiune la nivelul celulei tumorale implică interacţia cu acizii 

nucleici, ceea ce induce apoptoza celulei respective, producerea de radicali liberi, precum şi 

efecte secundare ca influenţarea acţiunii helicazelor, perturbări ale membranei şi activarea 

reductivă mono- şi bielectronică a medicamentului. Aceste specii pot transfera electronul către 

oxigenul molecular, cu formarea anionului superoxid şi a speciilor reactive ale oxigenului 

(ROS). 

Într-un timp relativ scurt s-a observat că aceste medicamente ridică probleme serioase din 

punct de vedere terapeutic, în sensul că în celulele tumorale se dezvoltă o rezistenţă la antibiotic, 

iar în ţesuturile sănătoase, o toxicitate (în special la nivelul ţesutului cardiac) dependentă de 

doză.  

Mecanismul de transport al acestor medicamente către celula tinţă include transportul 

pasiv (difuzia liberă) prin membrană a medicamentului neionizat. În cazul celulelor care au 

dezvoltat o rezistenţă la antibiotice (MDR), problema majoră o ridică transportul activ ATP – 

dependent al medicamentului împotriva unui gradient de concentraţie. 

Caracterizarea fizico-chimică a sistemelor de transport al medicamentelor antitumorale 

atât în condiţii in vitro cât şi in vivo reprezintă la ora actuală o direcţie de cercetare de importanţă 

majoră în chimia farmaceutică cu un impact medical ridicat în terapia cancerului. Cercetări din 

ultimii ani arată că eficacitatea tratamentului poate fi substanţial îmbunătăţită prin încapsularea 

substanţei active în diverse sisteme de transport, care să asigure transportul către celula ţintă, 

minimalizând degradarea medicamentului şi evitând astfel efectele secundare nocive. 

În acest context, utilizarea micelelor oferă o serie de avantaje comparativ cu alte sisteme 

ca lipozomii şi/sau polimerii: micelele pot fi obţinute uşor şi reproductibil în cantităţi mari şi, 

datorită structurii lor core-shell şi solubilităţii în apă, diverşi liganzi pot fi ataşaţi în stratul 

superficial extern, optimizând eliberarea controlată a medicamentului şi specificitatea efectului 

farmacologic. De asemenea, micelele de surfactant au fost utilizate ca sisteme model simplificat 

în studiul interacţiei medicament - membrană biologică, care induc modificarea proprietăţilor 

fizico-chimice ale medicamentului (solubilitate, proprietăţi spectrale, electrice şi acido-bazice). 

Evaluarea cantitativă a efectului micelelor asupra proprietăţilor medicamentului implică 



5 
 

determinarea constantei de legare medicament - micelă, coeficientul de partiţie medicament - 

apă, parametri esenţiali în înţelegerea interacţiei cu membranele biologice sau a corelaţiei 

structură - reactivitate a medicamentului.  

Dacă spectroscopia de absorbţie şi emisie sunt tehnicile cele mai utilizate în aceste studii 

în ultimele decenii, metodele electrochimice sunt de dată mult mai recentă. Versatilitatea acestor 

metode permite simularea diverselor medii biologice şi în corelaţie cu metodele spectrale, 

prezintă o serie de avantaje în caracterizarea interacţiilor medicament – surfactant în diferite 

condiţii şi medii. Este de menţionat complementaritatea rezultatelor obţinute prin cele două 

categorii de metode: metodele electochimice oferă informaţii despre stoechiometria interacţiei şi 

coeficienţii de difuzie ai speciilor de medicament liber în soluţie sau ataşat micelei, iar cele 

spectrale, mult mai sensibile la modificări structurale sau de aciditate în molecula de 

medicament, permit determinarea coeficienţilor de absorbţie ai diferitelor specii implicate şi 

evidenţiază contribuţia diferiţior parametri structurali la interacţie.  

Plecând de la aceste premize, teza de faţă îşi propune un studiu prin metode 

electrochimice şi spectrale de absorbţie, emisie şi/sau rezonanţă electronică de spin al interacţiei 

unor medicamente antitumorale cu structură antraciclinică sau analogi structurali - model cu un 

surfactant anionic, dodecil sulfat (laurilsulfat) de sodiu - SDS, în absenţa şi în prezenţa acidului 

dezoxiribonucleic dublu catenar (ADNdc). 

Strategia adoptată se bazează pe investigarea a trei compuşi model - doxorubicina, 

epirubicina (epimerul 4' al doxorubicinei) şi mitoxantrona.  
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Aceşti compuşi au structură antrachinonică comună, diferenţele între proprietăţile fizice şi 

chimice rezultând din natura diferită a substituenţilor. 

Obiectivele tezei au fost urmărite pe aceşti compuşi – model şi ele sunt următoarele: 

 Studiul mecanismului de reducere a medicamentelor antraciclinice în mediu apos şi 

neapos, în prezenţa şi absenţa oxigenului prin metode electrochimice (voltametrie ciclică şi 

liniară) şi spectrale (spectrometrie de absorbţie UV-VIS şi de rezonanţă electronică de spin). În 

scopul studierii proprietăţilor cardiotoxice, se vor evidenţia şi discuta intermediarii radicalici ai 

medicamentului. Natura solventului în care au fost realizate experimentele, precum şi conţinutul 

acestuia în oxigen, constituie modele experimentale simple care mimează condiţiile existente in 

vivo, utilizate cu scopul a înţelege şi explica mecanismul de acţiune al acestui tip de 

medicamente antitumorale. 

 Studiul sistemului micelar de transport al medicamentelor antraciclinice sau analogi 

structurali, realizat prin analiza interacţiei cu un surfactant anionic (laurilsulfat de sodiu - SDS) 

care formează micele de tip sferic în soluţie apoasă, prin metode electrochimice (voltametrie 

ciclică şi liniară) şi spectrale (spectrometrie de absorbţie UV-VIS şi de fluorescenţă). S-a ales un 

surfactant anionic ca partener la interacţie deoarece aceste medicamente sunt încărcate pozitiv la 

pH fiziologic, ceea ce justifică alegerea tamponului fosfat ca solvent în experimentele noastre. Pe 

de altă parte sunt foarte bine cunoscute proprietăţile de micelizare a SDS-ului. Micromediul 

hidrofob creat în jurul medicamentului înglobat în micelă constituie un model simplu pentru 

studiul interacţiei medicament - membrane biologice. Scopul acestui studiu preliminar îl 

constituie îmbunătăţirea modalităţii de administrare / transport intracelular al medicamentului. 

De asemenea, aceste rezultate constituie o bazã pentru investigarea formulei lipozomale a acestor 

compuşi.  

 Analiza interactiei medicamentului înglobat în micelă cu materialul genetic (ADN 

dublu catenar) la pH fiziologic, utilizând metode electrochimice (voltametrie ciclică şi liniară) şi 

spectrale (spectrometrie de absorbţie UV-VIS). Compararea caracteristicilor sistemelor 

medicament înglobat în micelă – ADN versus medicament – ADN (interacţie care a constituit 

obiectul unor studii anterioare) permite evidenţierea diferenţelor / avantajelor care apar ca 

urmare a utilizării micelelor pentru transportul medicamentului. 
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MATERIALE, APARATURĂ ŞI METODE 

Reactivii au fost procuraţi de la Sigma (doxorubicina. epirubicina, mitoxantrona - sub 

formă de clorhidraţi) şi folosiţi ca atare, fără a fi purificaţi. Concentraţiile de medicament 

utilizate sunt între 10
-2

-10
-6

M. Ca electroliţi în soluţii s-a folosit tetrabutilamoniu 

tetrafluoroborat, bromura de tetrametilamoniu, tamponul fosfat sau tamponul fosfat salin. În 

unele situaţii s-a utilizat dimetilsulfoxidul (DMSO) ca solvent, cu adaos controlat de apă. Pentru 

studiile în prezenţa oxigenului, s-a barbotat aer. Pentru îndepărtarea oxigenului din mediu, s-a 

barbotat un gaz inert. Laurilsulfatul (dodecilsulfatul) de sodiu (SDS) s-a folosit în concentraţii de 

10
-4

-10
-1

M preparat în apă distilată sau TMAB 0.1M. S-au preparat soluţii apoase de ADNdc din 

timus de viţel. În cazul titrării cu ADN a unui amestec medicament - SDS, acesta a fost preparat 

în TFS astfel încât concentraţia surfactantului să fie mai mare decât concentraţia critică micelară 

în prezenţa medicamentului şi s-a lăsat la incubat 30-40 minute la temperatura camerei, pentru a 

se asigura formarea micelelor şi înglobarea medicamentului în micele. 

În cazul metodelor electrochimice, celula de electroliză a fost echipată cu trei electrozi. 

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

În cazul spectroelectrochimiei, domeniul de potenţial aplicat a fost între -0.9V şi -0.5V, 

cu o celulă de electroliză echipată cu trei electrozi, iar aparatul - spectrofotometru C. Zeiss Jena 

şi Unicam (Helios 4). 

 Pentru obţinerea spectrelor RES, s-a folosit spectrometrul Jeol JES-3B, celula de 

electroliză fiind constituită din aceiaşi trei electrozi menţionaţi anterior la spectroelectrochimie. 

Simularea spectrelor RES s-a realizat cu programul WinSim. 

 În cazul spectrometriei de absorbţie UV-VIS s-a folosit aparatul Unicam (Helios 4) 

cuplat cu programul Vision. Când s-a realizat titrarea cu SDS sau ADN, agentul de titrare a fost 

adăugat atât în celula de referinţă, cât şi în celula cu proba de studiat pentru a exista acelaşi 

indice de refracţie.    

 În cazul spectrometriei de fluorescenţă, lărgimea fantei la excitare şi emisie a fost de 

10nm, iar valoarea raportului semnal/ zgomot a fost întotdeauna între 300 şi 400.   
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În cele ce urmează se prezintă principalele contribuţii originale, rezultate experimentale şi 

concluziile obţinute. Numerotarea figurilor şi a referinţelor este cea din teză. 

 

CONTRIBUŢII ORIGINALE - REZULTATE ŞI DISCUŢII  

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

Doxorubicină - 1. Studii electrochimice - Voltametrie ciclică şi voltametrie liniară 

a. Mediu aprotic (DMSO), dezaerat 

Fig.5 şi 11 Voltamograme ciclice – 

doxorubicină 1.22*10
-3

M (DMSO / 

0.1M TBABF4) (v = 50, 100, 200, 400 

si/sau 600 mV/s) 

 

În domeniul de potenţial 0/-0.7V se 

observă o singură undă de reducere; 

extinzând domeniul de potenţial până 

la -1V se constată apariţia celei de-a 

doua unde de reducere. Cele două unde corespund unor sisteme EC și se caracterizează prin 

următoarele valori: 

 

 

 

 

 

Tabel Valorile parametrilor 

electrochimici pentru cele 

două unde 

 

 

 

 

 

 

 
UNDA I UNDA II 

VC  RDE  VC  RDE  

kf / cm/s  (2.6±0.1)*10
-2

  2.3*10
-2

 (5.6±1.8)*10
-3

 15.6*10
-3

 

E
0’

 / V  -0.315±0.005  -0.330  -0.762±0.027  -0.759  

k / s
-1

  0.16   0.13±0.04   

Do / cm
2
/s  5.1*10

-6
 4.4*10

-6
 1.6*10

-6
 17.5*10

-6
 

n / αn   1.17  0.49  
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b. Mediu aprotic(DMSO),aerat 

În prezenţa oxigenului, se remarcă scindarea primei 

unde şi dispariţia contrapicului anodic, potenţialul 

deplasându-se spre valori negative comparativ cu 

soluţia neaerată. Pentru prima undă, sistemul se 

caracterizează prin coeficientul de difuzie Do = 3.5*10
-6 

cm
2
/s.  

Fig.16 Voltamograme ciclice - doxorubicină 1.22*10
-3 

M (DMSO/0.1M TBABF4) în domeniul -0.7 / 0V (v = 50, 100, 200, 400mV/s) 

 

Se constată că potenţialul celei de-a doua unde este situat în domeniul reducerii 

oxigenului molecular în DMSO (-0.73V versus SCE [125]). În aceste condiţii se poate presupune 

în acord cu date din literatură [129] formarea unui complex doxorubicină – oxigen molecular, 

care ar justifica ireversibilitatea procesului şi apriţia unei noi unde la un potenţial mai negativ. 

Posibilitatea transferului de electroni către oxigenul molecular competiţionează cu protonarea 

anionului radical în etapa chimică, după cum se observă prin scăderea dramatică a raportului 

Ipa/Ipc corespunzător primei unde la aerare.  

 

c. Mediu protic (DMSO + apă), dezaerat 

Voltamogramele ciclice obţinute în DMSO cu adaosuri controlate de apă sunt prezentate 

în Fig.18. Sistemul poate fi caracterizat prin următoarele valori: constanta transferului de 

electroni kf = (6.3±0.9)*10
-3

cm/s (mai lent decât în 

absenţa apei, (26±1)*10
-3

cm/s), potenţialul formal E
0’

= 

-0.571±0.006 V, constanta reacţiei chimice k = 0.19s
-1

 

și coeficientul de difuzie Do = 3.9*10
-6

cm
2
/s.   

        

Fig.18 Voltamograme ciclice - doxorubicină 3.94*10
-4 

M (DMSO/H2O 6/1 v/v,  0.1M TBABF4) în domeniul -

0.7 / 0V (v = 100, 400mV/s) 

 

Deci, în mediu aprotic cu adaos controlat de apă există un mecanism EC, reacţia chimică 

cea mai probabilă fiind protonarea speciei obţinută în urma primului transfer de electroni. 
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Comparând informaţiile obţinute în cazul doxorubicinei în mediu aprotic (DMSO) cu 

mediul protic (DMSO+H2O 6/1, v/v) se observă că valorile coeficientului de difuzie al speciei 

oxidate şi a constantei de reacţie sunt aproximativ egale, ceea ce conduce la presupunerea că în 

ambele condiţii se formeză aceeaşi specie, anume radicalul semichinonic protonat (AH
.
). Deci, 

cele două medii sunt foarte asemănătoare, semnificativ fiind conţinutul în protoni. 

 

d. Mediu protic (DMSO + apă), aerat 

La adaos de apă şi aer, unda corespunzătoare primului proces se deplasează către valori ale 

potenţialului mai pozitive, comparativ cu sistemul dezaerat. 

Fig.20 Voltamograme ciclice - doxorubicină 3.94*10
-4 

M (DMSO/H2O 6/1 v/v, 0.1M TBABF4) în domeniul         

-1/0V (v = 50, 100, 200, 400, 600mV/s)  

Sistemul se caracterizează prin potenţialul formal E
0’

=   

-0.391±0.023V, constanta reacţiei chimice k = 0.13± 

0.06s
-1

 și coeficientul de difuzie Do = 4.5*10
-5

cm
2
/s. 

Sistemul corespunde unui caz EC. 

Existenţa probabilă a unor complecşi cu oxigenul în mediul de reacţie poate fi uşor 

sesizabilă (Fig.22).   

Fig.22 Influenţa oxigenului 

dizolvat asupra primei unde de 

reducere: A - mediu aprotic 

(DMSO, doxorubicină 1.22* 

10
-3

M, v=0.4V/s), B - mediu 

protic (TF, doxorubicină 10
-2 

M, v=0.1V/s); roșu - dezaerat, 

negru – aerat 

 

În mediu aprotic prima undă este scindată, se deplasează către valori mai negative ale 

potenţialului şi nu prezintă contrapic anodic, ceea ce indică faptul că anionul radical 

semichinonic este implicat într-o reacţie chimică ireversibilă, care are putea fi sau cu oxigenul 

molecular sau cu impurităţile protice din solvent. În acelaşi timp apare o nouă undă la un 

potenţial mai negativ, în apropierea potenţialului de reducere al oxigenului molecular în DMSO. 
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Această undă poate fi atribuită fie reducerii oxigenului în DMSO, fie reducerii complexului 

medicament – oxigen singlet (AO2ˉ˙) format, conform mecanismelor prezentate în literatură 

[129]. Absenţa contrapicului anodic pare să susţină cea de-a doua variantă, deoarece este 

cunoscută reversibilitatea reducerii oxigenului în DMSO.  

Pe de altă parte, în mediu protic neutru (Fig.22B) apare o nouă undă formată la potenţiale 

mai pozitive comparativ cu prima undă de reducere a medicamentului în TF, care este 

ireversibilă. Această undă ar putea fi atribuită reducerii oxigenului molecular, care are loc la 

potenţiale mai pozitive în mediu protic. 

Ţinând seama de datele din literatură [129], pot fi propuse două mecanisme: 

I: A + O2 → AO2                         (C)    sau            II:         A + eˉ → Aˉ˙                           (E) 

 AO2 + eˉ → AO2ˉ˙                   (E)                                   Aˉ˙+ O2 → AO2ˉ˙                    (C) 

 AO2ˉ˙→ A + O2ˉ˙                     (C)                                  AO2ˉ˙→ A + O2ˉ˙                    (C) 

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

sus arată ca fiind mai probabil mecanismul II. 

 

e. Mediu apos (TFS/TF), dezaerat  

Se constată că pentru viteze de baleiere mari există o dependenţă 

liniară între densitatea de curent şi viteza de baleiere, ceea ce 

sugerează faptul că peste unda de difuzie se suprapune unda de 

adsorbţie. 

 

Fig.24 Voltamograme ciclice în domeniul -1 / 0V (v = 500, 

600mV/s); inset – Fig.25 Dependenţa curentului de pic catodic de 

viteza de baleiere - doxorubicină 1*10
-4

M (TFS pH = 7.09) 

  

Astfel, din analiza adsorbţiei se obţine valoarea concentraţiei superficiale a speciei 

oxidate, 5.6*10
-10

mol/cm
2
 adsorbită pe electrodul de platină utilizat. Din dependenţa Laviron se 
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pot extrage informaţii cinetice asupra procesului de la suprafaţa electrodului, și anume se 

determină valorile α = 0.56 pentru coeficientul de transfer şi ks = 8.7s
-1

 pentru constanta de 

viteză aparentă a transferului de electroni la suprafaţa electrodului (determinate din viteza 

reacţiei catodice). 

 În soluţie apoasă, doxorubicina prezintă o singură undă de reducere bielectronică, urmată 

cel mai probabil de o reacţie chimică de protonare. 

  

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

Spectrele de absorbţie UV-VIS au fost înregistrate în urma electrolizei la o valoare a 

potenţialului după prima undă de reducere, la temeratura camerei (Fig.27). Se observă o scădere 

în timp a absorbanţei benzilor de la 480 şi 500nm, o creştere a absorbanţei benzii de la 357nm şi 

apariţia altor două benzi la cca 520 şi 585nm, cu existenţa a două puncte izosbestice pe la 420 şi 

550nm. Se mai observă că valoarea absorbanţei de la 480nm scade în timp şi aproape dispare 

complet, iar banda de la 500nm se deplasează uşor batocrom. Se observă, de asemenea, că 

absorbanţa de la 357nm creşte la electroliză prelungită, iar banda de la 585nm devine asimetrică, 

cu un umăr la 640nm. La oprirea electrolizei şi 

expunerea soluţiei la aer, benzile de la 520 şi 585nm 

scad şi se reface parţial banda de absorbţie a 

compusului iniţial (A). Astfel, această bandă a fost 

atribuită anionului semichinonic (AH
-
), iar cea de la 

520nm anionului radical (A
-.
).  

 

Fig.27 Spectrele de absorbţie - doxorubicină 8*10
-5 

M (DMSO / 0.1M TBABF4 dezaerat)  

 

La adaosul exogen de bază (hidroxid de tetrabutil 

amoniu, TBOH) în DMSO (Fig.8) se observă un 

comportament similar, ceea ce permite atribuirea 

benzii de la 585nm anionului semichinonic  (AH
-
), 

Fig.28 Spectrele de absorbţie - doxorubicină 

(reducere chimică cu terţ-butoxid de potasiu) 
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obţinut fie prin protonarea dianionului, fie prin disocierea grupării fenolice din ciclu. Odată cu 

apariţia benzii de la 640nm, procesul devine ireversibil, iar compusul iniţial este doar parţial 

recuperat. 

 

  2.2 Spectroscopia de rezonanţă electronică de spin (RES) 

Fig.29 Spectrul RES obţinut prin reducerea 

electrochimică a doxorubicinei 1.22*10
-3

M 

(DMSO dezaerat) (A) experimental, (B) 

simulat şi atribuirea constantelor de 

scindare hiperfină 

 

Distribuţia constantelor de scindare 

hiperfină atestă delocalizarea electronului 

impar pe fragmentul antrachinonic, deci o 

structură caracteristică de anion radical 

semichinonic.  

În concluzie, coroborând toate datele experimentale spectrale şi electrochimice, se poate 

propune următorul mecanism de reducere pentru doxorubicină în solvenţi aprotici dezaeraţi, 

care, fiind utilizaţi ca atare (fără anhidrizare specială) conţin totuși urme de protoni: 

 A + eˉ = A
-.
                   (E) 

 A
-.
+ H

+
 → AH˙             (C) 

 A
-.
+ eˉ = A

2-
                  (E) 

 A
2-

 + H
+
 → AH

-
            (C) 

În mediu aerat, posibilitatea transferului de electroni către oxigenul molecular 

competiţionează cu protonarea anionului radical în etapa chimică.  

 În mediu protic are loc încă o etapă de protonare a dianionului  

 AH
-
 + H

+
 → AH2          (C) 

conducând la produsul final de reducere, ceea ce corespunde unui mecanism ECECC.  

OHO

O

OH

OH

OH

O

O

O
CH

3

OH
NH

2

O

CH
3

aH = 0.043mT

0.172mT

 0.222mT

0.094mT

-.

A B 
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 Epirubicină - Studii electrochimice - Voltametrie ciclică şi voltametrie liniară 

a. Mediu apos (TFS/TF), dezaerat  

Fig.30 Voltamograme ciclice - epirubicină 0.01M (TF 

pH=7.0) (v = 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000mV/s) 

 

Sistemul se caracterizează prin:  

 VC  RDE  

k
f
 / cm/s  1.6*10

-3
   

E
0’

 / V  -0.685±0.021  -0.691  

D
o
 / cm

2

/s  0.9*10
-6

  
 

 

b. Mediu apos (TFS/TF), aerat  

Fig.35 Voltamograme ciclice - epirubicină 0.01M (TF 

pH=7.0) (v = 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000mV/s) 

 

Sistemul se caracterizează prin: constanta transferului 

de electroni kf = (1.9±0.4)*10
-3

cm/s, potenţialul formal 

E
0’

 = -0.664±0,006V și coeficientul de difuzie Do = 1.1* 

10
-6

cm
2
/s. 

Epirubicina în mediu apos prezintă o reactivitate 

crescută pentru anionul radical semichinonic (A
-.
), care poate fi implicat în următoarele 

reacţii competitive: 

A
-.
 + O2 → A + O2

-.
 

A
-.
 + H

+
 → AH˙ 

2A
-.
 ⇆ A + A

2-
 

Mai probabil pentru formarea complexului medicament - oxigen molecular pare 

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

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

 Doxorubicină – SDS - 1. Studii electrochimice - Voltametrie ciclică şi liniară  

În urma adăugării de SDS, s-a studiat doar primul proces de reducere, pe intervalul de 

potenţial -1 / 0V, la diferite viteze de baleiaj (Fig.37). Trebuie precizat că doar acest set de 

experimente a fost realizat la o tărie ionică mai mare 

(0.25), restul experimentelor fiind efectuate la o tărie 

ionică cuprinsă între 0.011 – 0.15.  

 

Fig.37 Voltamograme ciclice - doxorubicină 10
-4

M 

(TMAB 0.1M/TF pH=7.09) în prezenţa SDS în 

concentraţie de 0.00 (linie punctată), 3.8, 9.26 şi 

10.96mM (v=0.1V/s) 

 

Adiţia treptată de surfactant la o soluţie apoasă de doxorubicină determină o deplasare a 

picului catodic către valori mai negative de potenţial şi apariţia contrapicului anodic; în plus se 

observă că la concentraţii mai mari decât CCM, valoarea potenţialelor redox devine constantă. 

Valoarea CCM este de (1.81±0.16)*10
-3

M, fost determinată conform următoarei ecuaţii [160]: 

lgcCMC = -3.65 - 0.57 * lg[electrolit] 

Variaţia potenţialului formal ΔE
0’

 (20mV) faţă de valoarea în absenţa SDS-ului sugerează 

o interacţie slabă între surfactant şi medicament. Din variaţia potenţialului cu concentraţia de 

surfactant, se obţin următoarele valori pentru constanta de complexare K= 295M
-1

 și pentru 

numărul de liganzi p = 1.025, ceea ce corespunde formării unui complex doxorubicină: micelă 

1:1. Din variaţia curentului cu concentraţia de SDS, se obţine de asemenea constanta de 

complexare de 274.13 ± 104.87M
-1

. 

  

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

În urma titrării cu SDS se observă o scădere a maximelor de absorbţie de la 480 şi 500nm 

până la o valoare a concentraţiei de SDS corespunzătoare CCM, urmată de creşterea acestora, 

existând deci astfel două procese (Fig.41A,B).  
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Fig.41 Spectre de absorbţie 

- doxorubicină 1.55*10
-5

M 

(TF pH=7.09) A - procesul 

I (domeniu premicelar); B 

- procesul II (domeniu 

postmicelar) 

                                  

Aceste fenomene (procese) 

sunt mai bine evidenţiate 

în dependenţa A480 de concentraţia de SDS.  

Fig.42 Dependenţa absorbanţei A480 de concentraţia de 

SDS adăugat la o soluţie de doxorubicină 3.09*10
-5

M 

(TF pH=7.09) 

 

Valoarea CCM pentru surfactant în prezenţa 

doxorubicinei a fost determinată ca fiind de 

(7.97±0.62)*10
-4

M, corespunzãtoare minimului curbei 

din Fig.42.  

Fiecare proces a fost analizat separat corespunzător unei interacţii 1:1. Prin fittarea 

dependenţei A = f(SDS), pentru procesul I se obţin valorile constantei de interacţie K = 

(9.66±0.67)*10
3
M

-1
 şi εb = 8 755.44±56.33M

-1
cm

-1
. Pentru procesul II, rezultatele obţinute sunt 

K = (1.45±0.08)*10
3
M

-1
 şi εb = 13 325.1±87.78M

-1
cm

-1
. 

Conform datelor din literatură [64], raportul A500/A480 oferă informaţii privind 

repartizarea medicamentului în soluţie şi surfactant (Fig.45), adică între faza citosolică şi faza 

membranară: valori mici (subunitare) ale raportului A500/A480 corespund unui mediu hidrofil al 

medicamentului – medicamentul în soluţie, iar valori mari (supraunitare) - unei înconjurări 

hidrofobe – medicamentul înglobat în micelă.  

 

Fig.45 Variaţia raportului A500/A480 funcţie de concentraţia 

de SDS adăugat pentru o soluţie de doxorubicină 3.1*10
-5

M 

(TF pH=7.05) 

 

În concluzie, o tărie ionică mare determină scăderea valorii 
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constantei de interacţie, fapt care se poate vedea.comparând constanta de interacţie pentru 

procesul II obţinută prin metode electrochimice cu cea obţinută prin spectroscopie de absorbţie. 

 

2.2 Spectroscopia de fluorescenţă 

 În urma titrării cu SDS a unei soluţii de doxorubicină se observă o scădere a intensităţii 

fluorescenţei celor două maxime de la 554 şi 587nm până la o anumită valoare a concentraţiei 

SDS-ului corespunzătoare valorii CCM, urmată de creşterea acestora, existând deci astfel două 

procese (Fig.46A,B).  

Fig.46 Spectre de fluorescenţă - 

doxorubicină 8.4*10
-6

M (TFS 

pH=7.09)     A - procesul I 

(domeniu premicelar); B - 

procesul II (domeniu postmicelar)   

 

 

 

Fig.47 Dependenţa fluorescenţei F554 de concentraţia de 

SDS adăugat la o soluţie de doxorubicină 8.4*10
-6

M 

(TFS pH=7.09) 

 

Valoarea CCM pentru surfactant în prezenţa 

doxorubicinei a fost determinată ca fiind de ~7*10
-4

M.  

Pentru procesul I s-a obţinut valoarea K = (5.06±0.72)* 

10
3
M

-1
, iar pentru procesul II, K = (1.63±0.17)*10

3
M

-1
. 

Lucrând la o tărie ionică mai mare, s-a observat doar procesul II, pentru care s-a obţinut K = 

274.83±12.5M
-1

. 

 

Fig.48 Variaţia raportului F554/F587 pentru o soluţie de 

doxorubicină 4.52*10
-6

M (TF pH=7.45) funcţie de 

concentraţia de SDS 

 

Conform datelor din literatură [64], raportul F554/F587 
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oferă informaţii privind repartizarea medicamentului în soluţie şi surfactant, adică între faza 

citosolică şi faza membranară. Astfel, valori mici ale raportului F554/F587 corespund unui mediu 

hidrofil al medicamentului, iar valori mari ale raportului F554/F587 corespund unei înconjurări 

hidrofobe a medicamentului.  

  

Mitoxantronă - Mediu apos (TFS/TF), dezaerat  

Studii electrochimice - Voltametrie ciclică şi voltametrie liniară 

Pe intervalul de potenţial studiat -1.2 / 0V se observă două unde de reducere. Utilizând carbonul 

vitros drept electrod de lucru, s-a putut observa chiar şi cu ochiul liber, adsorbţia medicamentului 

pe electrod, un fenomen fizic bine cunoscut şi din 

literatură [88, 93-96]. Interpretarea acestor rezultate 

este cu atât mai dificilă cu cât peste unda de difuzie se 

suprapune unda de adsorbţie.  

 

Fig.52 Voltamograme ciclice - mitoxantronă 1.62*10
-4 

M (TF pH=7.4) (v = 50, 100, 200, 300mV/s) 

 

În condiţii experimentale favorizând adsorbţia, se 

observă existenţa unei singure unde de reducere, pe 

același interval de potenţial -1.2 / 0V. 

Fig.53 Voltamograme ciclice - mitoxantronă 1.6*10
-4 

M în TFS pH=7.4 la v = 50, 100, 200, 300, 600, 700, 

800, 900, 1000mV/s  

 

Din variaţia ΔEp/2 funcţie de viteza baleiere se 

estimează numărul de electroni n = 1.94±0.26, în perfectă concordanţă cu reducerea bielectronică 

a chinonei. Din criteriile de adsorbţie, se determină concentraţia superficială de (2.4±0.6)*10
-10 

mol/cm
2
 pentru specia oxidată şi (0.54±0.08)*10

-10 
mol/cm

2
 pentru specia redusă. Din 

dependenţă Laviron, se obţin valorile α = 0.5±0.06 pentru coeficientul de transfer şi ks = 
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12±0.19s
-1

 pentru constanta de viteză aparentă a transferului de electroni la suprafaţa 

electrodului. 

În concluzie, mitoxantrona în TFS suferă o singură reducere bielectronică, o parte din 

medicament adsorbindu-se la suprafaţa electrodului.    

 

 Mitoxantronă – SDS - 1. Studii electrochimice - Voltametrie ciclică şi liniară 

 În urma adăugării SDS-ului la soluţia de mitoxantronă, se observă că nu mai există două 

unde, ci una singură poziţionată intermediar pe axa potenţialului în raport cu cele două unde 

înregistrate în absenţa surfactantului. Se observă, de asemenea, două procese (Fig.58a,b): 

                

 

 

 

                                                                         

Existenţa celor două procese este foarte bine pusă în evidenţă prin reprezentarea grafică a 

curentului de pic funcţie de concentraţia de surfactant, 

ele fiind separate de concentraţia de SDS 

corespunzătoare CCM de ~4*10
-4

M (Fig.59). 

 

Fig.59 Dependenţa curentului de pic catodic al unei 

soluţii de mitoxantronă 1.85*10
-4

M (TFS pH=7.4) 

funcţie de concentraţia de SDS, la v = 0.4V/s 

 

Variaţia potenţialului de semiundă ΔE
0’

 (circa 160mV) sugerează o interacţie destul de puternică 

între surfactant şi medicament și din dependenţa acestuia de concentraţia de surfactant s-au 

obţinut valoarea constantei de complexare K = 3.25* 10
8
M

-2
 şi numărul de liganzi p = 1.85, ceea 

ce corespunde formării unui complex medicament : SDS de stoechiometrie 1:2, explicabil prin 

sarcina +2 a mitoxantronei. 
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Fig.58 Voltamograme ciclice - 

mitoxantronă (1.85*10
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crescânde de SDS: a - procesul I 
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 Cele două procese au fost interpretate separat, aproximând o interacţie 1:2 pentru primul 

proces şi o interacţie 1:1 pentru procesul II. Astfel, se obţine valoarea K = (2.53±0.54)*10
8
M

-2 

pentru primul proces şi pentru procesul II, K = (1.83±1.16)*10
4
M

-1 
şi Db = 1*10

-6
cm

2
/s pentru 

medicamentul încapsulat în micelă, deci o valoare mult mai mică în comparaţie cu DO = 8.7*10
-5

 

cm
2
/s în TF în absenţa SDS-ului.  

 

  2. Studii spectrale - Spectroscopia de absorbţie UV-VIS 

 În urma titrării cu SDS, se observă scăderea celor două maxime de absorbţie de la 610 şi 

660nm, până la o concentraţie de SDS corespunzătoare CCM de (8.16±0.92)*10
-4

M, valoare 

peste care absorbanţele încep să crească şi se modifică raportul între ele (banda monomerului de 

la 660nm devine mai intensă decât cea a dimerului de la 610nm). 

 

Fig.62 Spectre de absorbţie -

mitoxantronă 2.86*10
-5

M 

(TFS pH=7.09) A - procesul I 

(domeniu premicelar); B - 

procesul II (domeniu 

postmicelar) 

 

 

Existenţa celor două procese este bine pusă în evidenţă 

prin dependenţa A=f(SDS).  

 

Fig.63 Dependenţa absorbanţei A660 de concentraţia de 

SDS adăugat la o soluţie de mitoxantronă 2.86*10
-5

M 

(TFS pH=7.09) 

 

Analiza procesului I pentru o interacţie 1:2 a condus la 

obţinerea valorilor K =  (1.47±0.07)*10
8
M

-2
 şi εb = 7 427.1±105.3M

-1
cm

-1
, iar

 
pentru procesul II 

pentru o interacţie 1:1, K = (1.45±0.08)M
-1

 şi εb = 36883.23±215.28 M
-1

cm
-1

.  

Interacţia medicament - micelă mai poate fi caracterizată şi prin coeficientul de partiţie 

(kx), care reprezintă afinitatea substanţei solubilizate pentru faza micelară comparativ cu faza 

apoasă. În Tabelul 16 sunt trecute valorile coeficienţilor de partiţie obţinuţi pentru mai multe 
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soluţii de mitoxantronă de concentraţii diferite. Se remarcă o dependenţă foarte strânsă de 

concentraţia de mitoxantronă – valoarea coeficientului de partiţie scade cu creşterea concentraţiei 

de medicament, ceea ce indică faptul că solubilizarea mitoxantronei în micelele de SDS este un 

proces competitiv, care devine din ce în ce mai dificil pe măsură ce creşte cantitatea de 

medicament încorporat în micelă. 

c
0

M*10
5
 / M kx*10

-3 

4.21 7.85±1 

2.86 87.82 

1.87 135.73 

 

 Ţinând cont de creşterea valorii raportului A660/A610 (adică a raportului absorbanţelor de 

la 660nm corespunzătoare monomerului şi a celei de la 610nm corespunzătoare dimerului) de la 

0.78 la 1.27 (Fig.67) pentru concentraţii de SDS mai mari decât CCM, se poate presupune că 

disocierea dimerilor mitoxantronei se datorează 

interacţiei medicamentului cu micelele de SDS; deci 

moleculele de mitoxantronă interacţioneză cu 

micelele de SDS sub formă monomeră.    

 

Fig.67 Variaţia raportului A660/A610 pentru o soluţie 

de mitoxantronă 2.86*10
-5

M (TFS pH=7.09) funcţie 

de concentraţia de SDS adăugat 

 

 Localizarea moleculei de mitoxantronă în micelă poate fi elucidată prin compararea 

spectrului mitoxantronei în prezenţa SDS-ului cu spectrele în apă şi solvenţi organici de diferite 

polarităţi. Astfel se poate presupune că o creştere a hidrofobicităţii mediului induce disocierea 

dimerilor mitoxantronei (Fig.67), medicamentul fiind încapsulat sub formă de monomeri în 

micelele de SDS. Coeficientul de partiţie octanol:apă al mitoxantronei la pH = 7.4 este logP = 

0.79, cea ce indică faptul că mitoxantrona este clar un medicament lipofil [169]. Din moment ce 

suprafaţa micelei este un mediu cu proprietăţi diferite de cele ale apei (constantă dielectrică mai 

mică) [170], la concentraţii de SDS mai mari de CCM, mitoxantrona este încapsulată în micelele 

de surfactant sub formă monomeră şi, cel mai probabil, se găseşte la suprafaţa micelei cu 
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cromoforul îndreptat către core-ul micelei şi ambele catene laterale încărcate pozitiv orientate 

către grupele sulfat din SDS încărcate negativ, atât interacţiile polare cât şi cele electrostatice 

jucând un rol important în legarea medicamentului la micelă.       

În concluzie, din datele electrochimice și spectrale obţinute pentru cele două 

medicamente se remarcă faptul că valoarea CCM obţinută de noi în experimente, de ordinul 10
-4 

M, este mai mică decât în apă pură (8.08*10
-3

M) şi decât în TF 50mM (1.99*10
-3

M) raportate în 

literatură [141], datorită bine-cunoscutului efect de scădere a CCM a surfactantului sub influenţa 

diferiţilor ioni şi molecule prezente în soluţie [142], electroliţi și medicament.   

De asemenea, în ambele cazuri au fost observate două procese, primul în domeniul 

premicelar de surfactant corespunzător interacţiei electrostatice dintre SDS și medicament, iar 

cel de-al doilea în domeniu postmicelar corespunzător interacţiei medicament – micelă de SDS. 

 

Obiectivul 3. Analiza interacţiei medicamentului înglobat în micelă cu materialul genetic 

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

  1. Studii electrochimice - Voltametrie  

 S-a pornit de la o soluţie de mitoxantronă cu SDS într-un raport molar corespunzător 

procesului II pe palier (P/D = 149), astfel încât să se asigure încapsularea medicamentului în 

micele, care a fost titrată cu ADN preparat în amestecul mitoxantronă - SDS. Voltamogramele 

înregistrate au următorul aspect (Fig.68).    

Fig.68 Voltamograme ciclice 

- mitoxantronă + SDS 

micelar în raport P/D = 149 

(TFS pH=7.4) în prezenţă de 

ADNdc: A - procesul I (0 -

6.34*10
-6

M/nucleotide 

ADN), B - procesul II 

(1.79*10
-5 

- 6.52*10
-5 

M/nucleotide ADN) la v = 

0.1V/s     

 

Din Fig.68A se observă că iniţial unda a doua de la valori ale potenţialului mai negative            

(~ -0.85V) este mai intensă decât umărul (unda întâi) de la ~ -0.6V (pentru 0.00M/nucleotide 
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ADN), situaţie similară celei din Fig.58b din punct de vedere al compoziţiei sistemului 

(mitoxantronă – SDS în raport P/D = 149, adică o valoare a raportului P/D corespunzătoare 

procesului II pe palier), cu menţiunea că dispare contrapicul anodic, adică dispare reversibilitatea 

cuplului redox respectiv, ceea ce înseamnă că transferul de electroni este lent. Cel mai probabil 

această undă corespunde monomerului neutru al mitoxantronei înglobat în micelă, iar unda întâi 

corespunde mitoxantronei libere în soluţie. Prin adăugarea ADN-ului, intensitatea undei a doua 

scade, iar cea a primei unde creşte; alura devine asemănătoare mitoxantronei în TF pH = 7.4 din 

Fig.58a, şi cele două unde devin aproape egale (Fig.68B). Deci, ADN-ul în concentraţii mici 

scoate mitoxantrona din micelă, fenomen care are loc până la atingerea unui echilibru şi 

voltamograma ciclică rămâne constantă.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

 Din dependenţa densităţii curentului corespunzător primului pic de concentraţia de ADN 

adăugat (Fig.71), se observă existenţa aceloraşi două procese de scădere (procesul I) şi creştere 

(procesul II), ca şi în cazul sistemelor medicament - SDS, dar, în plus, apare un domeniu 

intermediar acestora, corespunzător procesului III. 

Domeniul III este delimitat de valorile CCA și CCM ale 

SDS-ului. 

 

Fig.71 Dependenţa densităţii curentului de pic catodic 

al unei soluţii de mitoxantronă + SDS micelar în raport 

P/D=149 (TFS pH=7.4) funcţie de concentraţia de 

ADNdc adăugat la v=0.1V/s  

 

 În cazul nostru, procesele I şi II au fost analizate separat pentru o interacţie 1:1, iar 

rezultatele obţinute sunt: pentru procesul I K = (1.73±0.12)*10
6
M

-1
 şi pentru procesul II, K = 

(8.84±1.31)*10
4
M

-1
. 

 Corespunzător procesului III, se determină contribuţia ADN-ului la agregarea micelară, 

având valoarea de 10.92kJ/mol, și numărul de agregare al SDS-ului în prezenţa ADN-ului, care 

este 90.  

 În plus, se poate remarca o deplasare a valorii raportului ADN / medicament în prezenţa 

micelelor de SDS către valori mai mici comparativ cu absenţa surfactantului, de la 2.7 [117] la 

circa 0.07 - 0.15, ceea ce ar putea însemna că administrarea mitoxantronei sub formă de 
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medicament înglobat în micelă este mult mai eficientă terapeutic decât administrarea 

medicamentului ca atare. 

 

2. Studii spectrale - Spectroscopie de absorbţiei UV-VIS  

S-a pornit de la o soluţie de mitoxantronă 1.85*10
-5

M (TF pH=7.4) cu SDS într-o 

concentraţie mult mai mare decât CCM (P/D = 149), astfel încât să se asigure încapsularea 

medicamentului în micele. S-a constatat că spectrul soluţiei mitoxantronă - SDS se modifică în 

timp, şi anume banda monomerului se scindează dupa circa 1 oră de incubare, devenind stabil, 

ceea ce este prezentat în Fig.73A - inset. Soluţia stabilă obţinută a fost titrată cu ADN preparat 

în amestecul mitoxantronă - SDS. Familia de spectre înregistrată pune în evidenţă existenţa celor 

două procese: de scădere şi de creştere a absorbanţei maximelor de la 613, 649 şi 665nm.  

Fig.73 Spectre de absorbţie - 

mitoxantronă + SDS micelar 

în raport P/D=149 (TF pH = 

7.4) A - procesul I (0 - 

2.06µM/nucleotide ADN); B - 

procesul II (2.87 - 36.4µM/ 

nucleotide ADN); inset - 

mitoxantronă + SDS (P/D = 

110) linie continuă – tincubare = 

0, linie frântă - tincubare > 1oră 

 

Se mai observă că maximul de la 660nm corespunzător absenţei surfactantului se 

scindează în două – un umăr la 649nm şi un maxim la 665nm, ceea ce sugerează existenţa a două 

specii de monomer.  

În plus, din variaţia absorbanţei cu concentraţia de ADN 

adăugat (Fig.74) se observă că cel de-al treilea domeniu, 

intermediar proceselor I şi II, este foarte restrâns.  

 

Fig.74 Dependenţa absorbanţei A665 de concentraţia de 

ADNdc adăugat la o soluţie de mitoxantronă + SDS 

micelar în raport P/D=149 (TF pH=7.4) 
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 Procesele I şi II au fost interpretate separat conform unei interacţii 1:1, iar rezultatele 

obţinute pentru procesul I sunt K = (9.54±1.96)*10
5
M

-1
 şi εb = 16 148.22±234.84M

-1 
cm

-1
, iar 

pentru procesul II, K = (3.07±0.47)*10
4
M

-1 
şi εb = 24 484.58± 605.78M

-1
cm

-1
.  

 Corespunzător domeniului III, s-a calculat raportul de interacţie surfactant / ADN şi s-a 

obţinut valoarea de 70moli SDS : 1mol ADN. 

În concluzie, atât prin metodele electrochimice cât și prin cele spectrale, s-au observat 

trei procese atribuite astfel: procesul I - în prezenţa biopolimerului, medicamentul iese din micelă 

şi interacţionează cu ADN-ul, domeniul III – o zonă de tranziţie între cele două procese, în care 

presupunem că ar avea loc reorganizarea moleculelor de SDS în micele pe suprafaţa sau în 

vecinătatea lanţului de ADN și procesul II – începe după cel de-al doilea punct de inflexiune 

corespunzător CCM al surfactantului, când presupunem că apar micelele "libere".   

 

CONCLUZII  

1. Studiul mecanismului de reducere a medicamentelor antraciclinice: 

Analiza rezultatelor electrochimice în corelare cu cele obţinute prin spectroscopie UV-

VIS şi RES - in situ în diverse condiţii experimentale a condus la următoarele concluzii: 

 Pentru doxorubicină şi epimerul ei, epirubicina, în solvenţi aprotici dezaeraţi, reducerea 

constă în două etape de transfer monoelectronic reversibil, corespunzătoare reducerii ciclului 

chinonic central la anion radical şi dianion. În prezenţa impurităţilor protice (prezente în solvenţii 

comerciali, utilizaţi fără anhidrizare specială, în concentraţii de ordinul concentraţiei 

substratului) poate avea loc protonarea acestor specii  conducând la radicalul liber AH
. 

, şi 

respectiv AH
-
 , mecanismul global dedus fiind de tip ECEC.  

 Anion radicalul a fost identificat şi caracterizat prin spectrometrie RES – in situ şi atestă 

o delocalizare a electronului impar pe ciclurile C şi D, deci o structură caracteristică de anion 

radical semichinonic. Distribuţia constantelor de scindare hiperfină atestă delocalizarea 

electronului impar pe fragmentul antrachinonic, deci o structură caracteristică de anion radical 

semichinonic. Ţinând seama că partea aromatică plană ce constituie zona hidrofobă a moleculei 

este cea care se intercalează între perechile de baze ale ADN-ului, această distribuţie de spin ar 

putea explica acţiunea radicalilor semichinonici asupra ADN-ului. 
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 Intermediarii diamagnetici (dianionul, A
2-

 şi anionul neradical AH
-
) au fost identificaţi 

prin spectroscopie UV-VIS la reducerea chimică şi /sau electrochimică in-situ.   

 În prezenţa oxigenului, în soluţii aerate, voltamograma ciclică arată că prima undă se 

scindează şi nu mai prezintă contrapic anodic. Analiza conform criteriilor electrochimice indică 

o reacţie chimică ce succede primului transfer de electron, iar compararea potenţialului de 

reducere cu cel al oxigenului molecular în DMSO justifică atribuirea procesului formării unui 

complex intermolecular medicament - O2, ca primă etapă a formării anionului superoxid, în 

acord cu date din literatură [129]. 

 În medii protice comportarea redox, similară cu a chinizarinei, este puternic dependentă 

de compoziţia solventului şi de pH. În soluţii apoase, la pH~7, reducerea constă într-un proces 

bielectronic, conform stoechiometriei globale: A + 2e + 2H
+
 ⇆ AH2. În soluţia dezaerată apare 

cuplul reversibil la -675 mV, iar în prezenţa oxigenului acesta devine ireversibil şi este precedat 

de o undă ireversibilă mai intensă situată la –490mV [128]. Această comportare sugerează, în 

concordanţă cu date din literatură [129] formarea unui complex medicament - O2, redus la un 

potenţial pozitiv în raport cu medicamentul, şi care facilitează transferul de electron către 

oxigenul molecular, generând anionul superoxid conform reacţiilor:  

AO2 + e
-
 = AO2

-.
  

AO2
-.
 = A + O2

-. 

acesta fiind ulterior implicat în prezenţa apei în generarea speciilor reactive ROS. 

 

2. Studiul interacţiei medicament - surfactant în vederea utilizării micelelor ca drug-carrier 

Mediul micelar este cel mai simplu sistem care mimează structura membranelor biologice. 

Interacţia doxorubicinei cu surfactantul anionic SDS a fost studiată prin voltametrie 

ciclică, spectroscopie de absorbţie şi de emisie (fluorescenţă). Rezultatele electrochimice au 

arătat: 

 Deplasarea picului catodic către valori mai negative ale potenţialului atestă interacţia 

doxorubicină – SDS. Pentru concentraţii mici de SDS (in domeniul premicelar) interacţia 

electrostatică între medicamentul încărcat pozitiv la pH~7 şi surfactantul anionic conduce la 

neutralizarea sarcinii medicamentului. La concentraţii mai mari decât CCM, în soluţie apar 
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micele, iar interacţia medicament – micelă are ca rezultat înglobarea medicamentului în 

interiorul micelei. O tărie ionică mare, datorată în cazul de faţă utilizării de TMAB şi TF, 

determină formarea unor micele mai mari şi favorizează extragerea medicamentului din apă în 

interiorul micelei [140].  

 Metoda spectrală a adus în plus confirmarea faptului că, pentru procesul I, are loc 

neutralizarea sarcinii pozitive a medicamentului de către sarcina negativă a surfactantului, cu o 

stoechiometrie a interacţiei de 1:1, urmată de dimerizarea medicamentului o dată cu creşterea 

concentraţiei de SDS (prin valoarea coeficientului molar de extincţie mai mică decât a 

monomerului, tinzând către cea a dimerului) şi a faptului că, pentru procesul II, are loc 

înglobarea medicamentului în micelă sub formă monomeră (prin valoarea coeficientului molar 

de extincţie mai mare decât a monomerului, datorită mediului hidrofob din interiorul micelei). 

 Pentru concentraţii de SDS mai mici decât CCM, fenomenul de stingere a intensităţii 

fluorescenţei poate fi atribuit formării complecşilor medicament - SDS formaţi în principal prin 

interacţie electrostatică şi implicând cel mai probabil atomul de azot protonat din restul glucidic, 

ceea ce ar corespunde unei stoechiometrii a complexului de asociere doxorubicină - SDS de 1:1. 

Neutralizarea sarcinii pozitive a medicamenului de către anionii surfactantului diminuează 

forţele de repulsie dintre moleculele de medicament şi favorizează dimerizarea medicamentului. 

Procesul II, caracterizat prin creşterea intensităţii fluorescenţei, tinde către un nivel de saturaţie a 

medicamentului la concentraţii mari de surfactant şi corespunde înglobării moleculelor de 

doxorubicină în micelele de SDS, cel mai probabil sub formă monomeră.    

 Parametrii de legare determinaţi prin spectroscopie de fluorescenţă sunt în bun acord cu 

cei determinaţi prin spectroscopia de absorbţie. În plus, rezultatele obţinute la o tarie ionică mai 

mare (0,25) sunt în foarte bun acord cu rezultatele determinărilor electrochimice, atât din curent 

cât şi din potenţial, ceea ce confirmă faptul că tăria ionică a soluţiei, pe lângă domeniul diferit de 

concentraţii, este cauza discrepanţelor observate între constantele de legare determinate prin  

diferite metode. 

 Întrucât mitoxantrona nu prezintă fluorescenţă, interacţia mitoxantronei cu surfactantul 

anionic SDS a fost studiată prin voltametrie ciclică şi spectroscopie de absorbţie, în domeniul de 

concentraţii de surfactant premicelar şi micelar.  
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 În absenţa SDS-ului, prin studiul electrochimic s-a observat şi caracterizat adsorbţia 

fizică mitoxantronei pe suprafaţa electrodului de carbon vitros. 

 Ambele metode au indicat două procese de interacţie diferite: domeniul premicelar 

(corespunzător procesului I) a fost atribuit interacţiei electrostatice între grupele încărcate pozitiv 

ale medicamentului şi cea negativă a surfactantului, cel mai probabil cu o stoechiometrie 1:2. 

Domeniul micelar (corespunzător procesului II) a fost atribuit interacţiei între medicament şi 

micelele de SDS, interacţie 1:1 care are ca efect încapsularea (înglobarea) mitoxantronei cel mai 

probabil sub formă monomeră în micele. 

 Valoarea CCM a SDS-ului în condiţiile noastre experimentale este de circa 0.75*10
-3

M, 

mai mică decât în soluţie apoasă (8.1*10
-3

M) sau în TF 50mM (1.99*10
-3

M), datorită existenţei 

electroliţilor în soluţia de lucru. 

 Analiza comparativă a spectrelor de absorbţie în diferiţi solvenţi cu cele în SDS oferă 

informaţii despre poziţia medicamentului în micelă. Rezultatele obţinute au indicat ca fiind cea 

mai probabilă localizarea medicamentului în stratul superficial al micelei, cu heterociclul orientat 

spre interior şi cele două catene încărcate pozitiv orientate către grupele sulfat negative ale 

surfactantului, interacţia implicând atât forţe electrostatice cât şi hidrofobe. 

 

3. Analiza interacţiei medicamentului înglobat în micelă cu materialul genetic (ADN dublu 

catenar) la pH fiziologic 

Interacţia mitoxantronei cu ADN dublu catenar în prezenţa surfactantului anionic 

SDS într-o concentraţie mai mare decât CCM a fost studiată prin voltametrie ciclică şi 

spectroscopie de absorbţie.  

 Rezultatele electrochimice au  evidenţiat următoarele:  

 existenţa a două unde pe voltamograma ciclică în domeniul –0,6 - –0,9 V versus SCE;  

 dependenţa densităţii curentului corespunzător primului pic de concentraţia de ADN 

adăugat indică existenţa aceloraşi două procese de scădere (procesul I) şi creştere (procesul II), 

ca şi în cazul sistemelor medicament - SDS, dar, în plus, apare un domeniu intermediar acestora, 

corespunzător procesului III.  

 Procesul I corespunde cel mai probabil interacţiei mitoxantronă – ADN, adică în prezenţa 

biopolimerului, medicamentul iese din micelă şi interacţionează cu ADN-ul. 
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 Domeniul III, caracterizat de o regiune mai mult sau mai puţin constantă, este limitat de 

concentraţia critica de agregare (CCA) a surfactantului, care reprezintă momentul în care 

complecşii agregate micelare - medicament devin detectabili, şi de un al doilea punct de 

inflexiune corespunzător CCM a surfactantului, care  marchează apariţia micelelor "libere" 

(corespunzător procesului II). El este atribuit saturării polimerului (ADN) în raport cu adsorbţia 

surfactantului pe suprafaţa sau în vecinătatea acestuia. Deşi ADN-ul şi SDS-ul sunt molecule 

încărcate negativ şi, în conseciţă, o apropiere strânsă între ele este interzisă din punct de veodere 

energetic, la creşterea concentraţiei de SDS se pare că o asemenea apropiere devine probabilă 

datorită difuziei SDS-ului. Acest fenomen de excludere a medicamentului din ADN de către 

micelele de SDS este interesant deoarece se presupune că ADN-ul şi micelele de SDS nu 

interacţionează datorită încărcării suprafeţei lor cu aceeaşi sarcină. Explicaţia probabilă / posibilă 

ar fi aceea că micromediul hidrofob creat de SDS-ul micelar induce o perturbare temporară a 

structurii compacte a ADN-ului dc. [171] 

 Valorile constantelor de interacţie obţinute prin cele două metode sunt în bun acord; de 

asemenea valoarea numărului de agregare al SDS-ului în prezenţa ADN-ului. Valoarea obţinută 

concordă cu cea din literatură estimată pentru o soluţie de NaCl 0.1M; astfel se constată că 

mărimea micelelor este aproximativ aceeaşi în prezenţa sau în absenţa polimerului [154]. 

 S-a observat deplasarea valorii raportului ADN / medicament în prezenţa micelelor de 

SDS către valori mai mici comparativ cu absenţa surfactantului, de la 2.7 [117] la circa 0.07 - 

0.15, ceea ce ar putea însemna că administrarea mitoxantronei sub formă de medicament 

înglobat în micelă este mult mai eficientă terapeutic decât administrarea medicamentului ca 

atare. 

  Ţinând cont de datele electrochimice şi spectrale obţinute pentru sistemele mitoxatronă – 

SDS şi mitoxantronă – SDS micelar – ADN, coroborate cu rezultate anterioare referitoare la 

comportarea mitoxantronei / chinizarinei în DMSO la adaos de hidroxid de tetrabutilamoniu 

[120, 134], cel mai probabil în soluţie apoasă la pH neutru există un echilibru între mitoxantrona 

protonată şi forma deprotonată.    

Ca perspective, ţinând cont de locul meu de muncă, investigarea proprietăţilor 

cardiotoxice ale acestor medicamente poate fi continuată/dezvoltată prin experimente ex vivo 
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(realizate pe celule), in vitro (pe linii celulare) şi/sau in vivo (pe animale de laborator). Acest tip 

de studii constituie modele experimentale mult mai apropiate de situaţia reală prin complexitatea 

sistemului de lucru (existenţa organitelor celulare, a membranelor intracelulare, a ionilor 

metalici, a biomoleculelor - enzime, acizi nucleici etc). În plus, ele oferă condiţii reproductibile 

intra- şi interdeterminări.  

O altă posibilitate de a continua cercetările pe această direcţie se regăseşte în domeniul 

biosenzorilor, care este în plină dezvoltare în momentul de faţă, pe baza proprietăţilor de 

adsorbţie fizică sau chimică a medicamentului pe suprafaţa electrodului.  

 

_____________________________________ 
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