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I.1. Introducere

Descoperirea materialelor mezoporoase de tip silice, in anii 1990, a avut un impact deosebit
in randul cercetatorilor din lumea intreagd datorita proprietatilor care le recomanda pentru aplicatii in
separdri cromatografice, catalizd, adsorbtie de molecule organice mari etc., cele mai promitatoare
fiind in domeniul biomedical. In 2001, silicea mezoporoasa MCM-41 a fost propusi ca transportor in
sistemele cu eliberare controlata de agenti terapeutici datorita proprietatilor sale, cum ar fi: o retea
ordonata de pori, care permit un bun control al cineticii de eliberare, volum total de pori mare care
confera capacitate optima de acomodare a moleculelor de agent terapeutic, suprafata specifica mare,
prezenta grupdrilor silanol ce pot fi implicate 1n reactii de functionalizare post-sinteza care determina
modificarea proprietdtilor suprafetei silicei, in scopul adaptarii interactiunilor dintre suport si
moleculele de medicamente pentru cinetica de eliberare dorita.

De asemenea, pentru ca o silice mezoporoasa sa poata fi utilizata ca transportor trebuie sa
interactioneze cu substanta biologic activa. Acest lucru se poate realiza prin modularea proprietatilor
transportorului utilizdnd doua strategii: fie schimbarea conditiilor de sinteza, in special prin utilizarea
unor agenti de directionare diferiti cu scopul de a obtine pori de dimensiuni corespunzatoare pentru
adsorbtia moleculelor organice sau prin functionalizarea suprafetei silicei cu diferite grupari
organice.

Cercetirile raportate in aceasta teza se refera la dezvoltarea unor sisteme cu eliberare
controlatd de substante biologic active utilizdnd drept transportori diferite tipuri de silice
mezoporoasi, aluminosilicati, compozite silice-oxid de ceriu si magnetita-aluminosilicati. In acest
sens s-au sintetizat, caracterizat si testat diferite tipuri de transportori pentru sisteme cu eliberare
controlata de agenti terapeutici apartindnd unor clase diferite de medicamente: tetracicline
(oxitetraciclind si doxiciclind), antiinflamator (ketoprofen) si agent citostatic (doxorubicina).

Teza de doctorat este alcatuita din doua parti: partea | cuprinde studiu de literatura organizat
pe trei capitole. Capitolul 1 se refera la notiuni introductive despre tipuri de transportori pe baza de
silice mezoporoasa si factorii determinanti ai adsorbtiei moleculelor organice in mezoporii
suporturilor anorganice. Capitolul 2 descrie tehnici de obtinere si caracterizare a silicei
mezoporoase, metode de functionalizare a silicei mezoporoase, efectul introducerii aluminiului in
reteaua silicei asupra parametrilor structurali si texturali, compozite pe baza de silice mezoporoasa si
sisteme cu eliberare controlata pe baza de alginat. Capitolul 3 prezinta cateva date despre substantele
biologic active utilizate in cadrul acestei lucrari, alese ca molecule model, din clasa tetraciclinelor,
antiinflamatoarelor si antitumorale in astfel de sisteme cu eliberare controlata.

In partea a 11-a sunt descrise contributiile originale si cuprinde 5 capitole. Capitolul 1 prezinti
justificarea alegerii temei si enumera obiectivele propuse pentru aceasta teza. Capitolul 2 este dedicat
primelor doud obiective, respectiv, sinteza si caracterizarea mai multor materiale mezostructurate
anorganice si a unor tipuri de silice mezoporoase functionalizate prin metoda post-sinteza. Capitolele
3 si 4 descrie proiectarea unor sisteme cu eliberare controlata de antibiotice pe baza de transportori
anorganici de tip MCM-41. Capitolul 5 se circumscrie celui de-al patrulea obiectiv si prezinta
elaborarea unor sisteme complexe cu eliberare controlatd de ketoprofen prin Incapsularea
compozitelor de tip silice-ketoprofen in sfere de alginat. Capitolul 6 descrie aspecte rezultate din
incapsularea doxorubicineil in compozite anorganice de tip magnetita-aluminosilicat si studiul
profilelor de eliberarea a agentului terapeutic in fluid biologic ce simuleaza mediul celulelor
tumorale, fiind si descrierea ultimului obiectiv al tezei.

Rezultatele originale obtinute in cursul stagiului de doctorat au fost publicate in 4 articole,
dintre care doua in reviste cotate ISI si unul in Buletinul UPB, seria B, doua conferinte unde s-au
prezentat doua postere la Zilele Universitatii "Alexandru loan Cuza” din lasi, 2015 si la PRIOCHEM
XI1—2016, sectiunea a 3-a — Materiale multifunctionale si nanocompozite.
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I.  CONTRIBUTII ORIGINALE
OBIECTIVE

Scopul acestei teze este dezvoltarea unor sisteme cu eliberare controlatd de principii
farmaceutic active ce contin transportori anorganici pe baza de silice mezoporoasa.

In acest context, principalele obiective ale cercetirii sunt urmatoarele:

1. sinteza si caracterizarea mai multor materiale mezostructurate anorganice

2. sinteza si caracterizarea silicei mezoporoase functionalizatd prin metoda post-sinteza

3. proiectarea unor sisteme cu eliberare controlata de antibiotice pe baza de transportori

anorganici de tip MCM-41

4. elaborarea unor sisteme complexe cu eliberare controlatd de ketoprofen prin incapsularea

compozitelor de tip silice-ketoprofen in sfere de alginat

5. incapsularea doxorubicinei in compozite anorganice de tip magnetita-aluminosilicat si

studiul profilelor de eliberarea a agentului terapeutic in fluid biologic ce simuleaza
mediul celulelor tumorale

Pentru indeplinirea acestor obiective au fost desfasurate urmatoarele activitati:

»  Sinteza unor compozite silice-oxid de ceriu prin doud metode diferite, a doua tipuri de
silice functionalizata cu grupari aminopropil prin metoda post-sinteza, a altor tipuri de silice si
aluminosilicati pentru comparatie si a unor COmpozite magnetita-aluminosilicati.

»  Caracterizarea transportorilor mezoporosi sintetizati prin spectroscopie FTIR, difractie
de raze X la unghiuri mari si mici, izoterme de adsorbtie-desorbtie a azotului inregistrate la 77K,
SEM, TEM si analiza termica.

»  Prepararea compozitelor pe baza de doxiciclind, oxitetraciclind, ketoprofen si
doxorubicind prin metoda impregnarii prin umectare incipienta.

»  Caracterizarea compozitelor ce contin substante biologc active prin spectroscopie
FTIR, difractie de raze X la unghiuri mari si mici, izoterme de adsorbtie-desorbtie a azotului la 77 K.

»  Efectuarea studiilor de eliberare in vitro si fitarea datelor experimentale cu diferite
functii pentru a intelege interactiile care au loc intre transportor si medicament, precum si tipul de
transport care insoteste desorbtia moleculelor organice.

>  Incapsularea unor materiale de tip ketoprofen-silice in sfere de alginat si determinarea
profilelor de eliberare in vitro a ketoprofenului din acesti transportori complecsi.

>  Determinarea activitatii antimicrobiene pentru antibiotice si efectuarea de teste de
proliferare si moarte celulard pe limfocite umane sandtoase pentru doxorubicina incapsulatd in
transportori de tip magnetite-aluminosilicat, in comparatie cu tratamentul cu solutie de agent
Cytostatic in aceeasi concentratie.

I1.2. Transportori pe bazi de silice mezoporoasa

Un prim obiectiv al lucrarii de cercetare a constat in obtinerea unor materiale pe baza de
silice, aluminosilicati mezoporosi, compozite oxid de ceriu-silice si magnetita-aluminosilicati, prin
metoda sol-gel, in vederea utilizarii acestora drept transportori in sisteme cu eliberare controlata.
Pentru prima data, compozitele mezoporoase de tip oxid de ceriu - silice au fost investigate ca
vehicule 1n sisteme cu eliberare controlatd de agent terapeutic. Pentru designul compozitelor
mezoporoase pe baza de oxid de ceriu s-au ales douda metode de sinteza. (i) Prima este o sinteza in
doud etape care presupune obtinerea mai intdi a nanoparticulelor de oxid de ceriu, prin metoda
hidrotermala, iar apoi acoperirea acestora cu silice mezoporoasa de tip MCM-41 si (ii) metoda
intr-o singura etapa in care S-a precipitat mai intai silicea de tip MCM-41, s-a addugat o solutie de
continand cantitatea corespunzatoare de ioni de ceriu, apoi amestecul de reactie a fost supus
tratamentului hidrotermal. Prin aceasta ultima metoda s-au sintetizat si caracterizat doua compozite
mezoporoase silice—oxid de ceriu cu concentratii diferite de oxid de ceriu 10% si 20%, notate
MCM-CeO, (1), respectiv MCM-CeO; (2).

S-au ales pentru comparatie mai multe tipuri de silice mezoporoasa sintetizate si raportate
anterior, in cadrul grupului de cercetare, dupa cum urmeaza: o silice mezoporoasa de tip MCM-41,
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pentru care surfactantul a fost indepartat prin doua metode diferite, extractie, respectiv calcinare la
550°C/5h [27,28], un aluminosilicat AIMCM-41 (Si/Al=51) sintetizat in prezenta de C14TAB [30] si
doi transportori de tip MCM-48 cu proprietiti texturale diferite ca urmare a utilizarii unor agenti de
directionare diferiti, C16 TAB si, respectiv, GEMINI 16-12-16 [31]. Totodata pentru acest studiu au
fost selectionate si materiale disponibile comercial: AIMCM-41 (Si/Al = 40 Sigma) si MCM-41
(Sigma).

De asemenea, compozitele cu oxid de ceriu au fost comparate si cu doua tipuri de silice
mezoporoasa functionalizate cu grupari 3-aminopropil, MCM-APTES si MCF-APTES. Sinteza si
caracterizarea celor doua tipuri de silice mezoporoase functionalizate prin metoda post-sinteza a
constituit cel de-al doilea obiectiv al tezei de doctorat.

De asemenea, au fost testate si compozite magnetitd-aluminosilicati (Fes0,@AIMCM-41,
Fes0,@AIMCM-PEG, Fe;0,@AISBA-15) si o silice functionalizata de tip SBA-APTES-FOLAT,
pentru doxorubicina, un agent citostatic, pentru dezvoltarea sistemelor cu eliberare tintitd de agenti
terapeutici.

Materialele mezoporoase sintetizate au fost caracterizate prin difractie de raze X la unghiuri
mici si mari, spectroscopie FTIR si izoterme de adsorbtie-desorbtie a azotului, SEM, TEM, analiza
termica. Valorile suprafetei specifice au fost determinate prin metoda Brunauer-Emmet-Teller (BET)
in domeniul presiunilor relative, 0,05-0,30, din ramura de adsorbtie a izotermei, iar distributia de
dimensiuni a porilor pentru materialele preparate a fost calculata din ramura de desorbtie cu ajutorul
teoriei Barrett-Joyner-Halenda (BJH) pe baza ecuatiei Kelvin.

In vederea determinarii morfologiei transportorilor mezoporosi, o parte dintre acestia au
fost investigati prin microscopie electronica de baleiaj (SEM) si in transmisie (TEM). Analiza
termicd (DTA-TG) a fost efectuata in aer, folosind creuzete din alumind, cu o viteza medie de
incalzire 10 °C/min in domeniul de temperatura 20°-1000°C. Valorile raportului molar Si/Al ale
probelor de aluminosilicati au fost calculate pe baza analizelor EDX efectuate in cel putin cinci
regiuni diferite ale probei folosind un detector EDX cuplat la microscop electronic de baleiaj.

Spectrele FTIR ale transportorilor (Fig. 119 si Fig. I1.10) se pot observa benzile
reprezentative pentru fiecare material mezoporos in parte.
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Fig. 11.9. Spectrele FTIR ale: compozitelor silice-dioxid de ceriu in comparatie cu cele ale probelor de CeO,
(A si B) si silice de tip MCM-41 si MCF simple si functionalizate cu APTES (C)
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Fig.11.10. Spectrele FTIR ale suporturilor: (a) Fe;0,@AIMCM-PEG si (b) SBA-APTES-FOLAT
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Prin difractie de raze X la unghiuri mari pentru toate materialele mezoporoase ce contin
oxid de ceriu a fost pusa in evidenta formarea fazei cristaline de fluorit, cu simetrie cubica
caracteristicd pentru CeO; (Fig.IL.11.A si Fig.Il.12.A). De asemenea, prezenta picului de difractie
larg centrat la 20=20° atdt in cazul compozitului CeO,@MCM-41, cét si in cazul materialelor
MCM-CeOx(1) si MCM-CeQx(2) confirma formarea silicei amorfe. In plus, asa cum era de asteptat,
Ca urmare a unui continut mai mic de oxid de ceriu in comparatie cu materialul CeO,@MCM-41
s-a observat ca intensitatea reflexiilor Bragg caracteristice CeO, este mai redusd pentru
MCM-CeO5(1).

Difractogramele de raze X la unghiuri mici (Fig.11.11.B si Fig. 11.12.B) demonstreaza ca

toate compozitele silice-oxid de ceriu prezinta o retea ordonata de pori cu aranjament hexagonal,
caracteristica silicei de tip MCM-41.

MCM-CeO,(1) (10)
M% (c) MCM-41
A an (o)

‘ Ce0,@MCM-41

Intensitate (u.a.)

(b) MCM-CeO(1)
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L
s LA\——..,...J\MJWW
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2

(A) (B)
Fig. 11.11. Difractogramele de raze X la unghiuri mari (A) a suporturilor pe baza de CeO; si cele la unghiuri
mici (B) a suporturilor pe baza de CeO, comparativ cu MCM-41
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Fig. 11.12. Difractogramele de raze X la unghiuri mari (A) si la unghiuri mici (B) pentru compozitele
silice—dioxid de ceriu calcinate la 550°C/5h: in comparatie cu silicea de tip MCM-41

10 20 30 40 50 60 70

Datele de difractie la unghiuri mici in cazul silicei mezoporoase si aluminosilicatilor au
aratat formarea materialelor mezostructurate cu retea de pori hexagonald, apartinand grupului de
simetrie P6m. Toate probele prezintd cel putin trei reflexii Bragg caracteristice materialelor de tip
MCM-41.

Analiza de difractie de raze X la unghiuri mari pentru materialele compozite pe baza de
magnetitd (Fig. 11.13.a) au demonstrat pastrarea maximelor de difractie asociate magnetitei, precum
si aparitia maximelor largi asociate cu prezenta silicei amorfe.
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Fig.11.13. Analizele de difractie ale materialelor pe baza de magnetita la unghiuri mari (a) si la
unghiuri mici (b)

Prin microscopie electronica, SEM (Fig. I11.14, Fig. I11.15.B, C, D si Fig. I11.18) si TEM (Fig.
I.15.A, Fig.I1.16 si Fig. 11.17), a fost investigatd morfologia transportorilor mezoporosi.

Fig. 11.15.Imaginile TEM pentru MCM-CeO , (1)(A) si micrografuri SEM ale MCM-CeO, (2) (B),
proba MCM-41 calcinata la 550°C (C) si proba MCM-41E (D)
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Fig.11.16 Imaginea TEM pentru MCM-41E (A si B), AIMCM-41E (42) (C) si AIMCM-41 (22) (D).
Inserate imaginile FFT

Fig. 11.17. Imaginile TEM ale NP de Fe;0,-AISBA-15

A B
Fig. 11.18. Imaginile SEM ale compozitelor Fe;O,@AISBA-15 (A) si Fe;0,@AIMCM-41(B)

Izotermele de adsorbtie-desorbtie ale compozitelor silice-dioxid de ceriu demonstreaza o
porozitate relativ mare, fiind de tipul 1V, caracteristice materialelor mezoporoase (Fig.I1.19, Fig.
11.20, Fig. 11.21 si Fig. 11.22).
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Fig. 11.19. Izotermele de adsorbtie-desorbtie pentru: materialul CeO,@MCM-41 (A), compozitul silice oxid
de ceriul0% (B) si CeO, NP (C)
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Fig. 11.20. Distributia dimensiunilor porilor pentru compozitele pe baza de dioxid de ceriu

B
—=—MCM-CeO, (1),
i S emeeo® 7 —~ W
! —*— MCM-41(E) 4 “oF Maqqq44
m; 6009 4 mcma1 L g %
=t "o / \ MCM-41E
E mE st ook e ook ok — k]
2
S 400 o
g = MCM-CeQ(1)
& >
S o
o =
s >
= 27 5 MCM-CeGy(1)
IS
= . , : . ,
o
= . . : : , 2 4 6 8 10 12
R Diametrul porilor (nm)

P /Pn

Fig. 11.21. 1zotermele de adsorbtie-desorbtie pentru: compozitele MCM-CeO; (1) , MCM-CeO;, (2),
MCM -41 si MCM-41E (A) si distributia dimensiunii porilor (B)

Parametrii texturali (suprafata specifica, Sger, volumul total al porilor, V,, si diametrul
mediu al porilor, dg;u) ai transportorilor utilizati in cadrul acestei lucrari, determinati din izotermele
de adsorbtie-desorbtie sunt prezentati in Tabelele 11.3, 11.4 si 11.5.

Tabelul 11.3. Parametrii texturali ai suporturilor de tip silice—oxid de ceriu

Proba dagn (M) Seer (M°g7) Vimezopori (CM°g™)
MCM-41 (Sigma) 30 959 0,91
CeO, NP : 88 0,10
Ce0,@MCM-41 33 717 1,40
MCM-CeO, (1) 2,66 683 0,67
MCM-CeO; (2) 2,67 512 1,14
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MCM-41E 2,82 818 0,78

MCM-41 (550°C) 2,82 1039 1,06

Tabel. 11.4. Conditii de sintezd si proprietatile structurale si texturale ale suporturilor de tip silice
mezoporoase si aluminosilicati

Tranportor Conditii de d100 ap wt SgeT Voori dgin
mezoporos preparare (nm) (nm) (nm) (m?/g) (cm®g) | (nm)
(raport molar

Si/Al)

MCM-41E CisTAB 4,060 4,688 | 1,87 819 0,73 2,82
MCM-41 Comercial 4,105 4,740 | 1,98 1010 0,99 2,76
AIMCM-41E (51) | Ci4TAB, Al(O*Bu), 3,620 4,180 | 1,61 836 0,87 2,57

600 °C

AIMCM-41 (40) Comercial 3,914 4520 | 1,64 824 0,81 2,88
MCM-48 C1TAB, 600 °C - 8,93 0,69 1292 1,44 2,76
MCM-48G Gemini, 600 °C - 8,04 0,83 854 0,97 2,26
MCM-APTES - - - 585 0,51 2,39
MCF - - - 876 2,49 10,4
MCF APTES - - - 518 1,98 9,02

Tabelul 11.5. Parametrii texturali ai suportilor i materialelor hibride sintetizate (suprafata specifica, Sger,
volum de pori si diametru al porilor)

Matrici mezoporoase Sget (M./Q) Voori (cm®/g) dgyn des dgyn ads

magnetice (nm) (nm)

Fe;0,@AIMCM-41 609 0,57 2,66 2,66

Fes0,@AISBA-15 829 1,12 6,81 8,99
0,88 (dpor< 10 Nm)
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Fig. 11.23. Magnetizarea in functie de cAmpul magnetic pentru compozitele Fe;0,@AIMCM-41 (A),
Fes0,@AISBA-15 (B) si Fe30,@AIMCM-PEG (C)
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Compozitele  magnetita-aluminosilicati ~ sintetizate  prezinta un  comportament
superparamagnetic (Fig. 11.23), 0 porozitate ridicatd, caracteristici ce le recomanda pentru a fi
testate drept vehicule in sisteme cu eliberare tintitd de substante biologic active.

Compozite pe baza de tetracicline

Al treilea obiectiv al tezei a fost proiectarea unor sisteme cu eliberare controlata de
antibiotice pe baza de transportori anorganici de tip: silice MCM-41 si MCM-48, compozite
silice-dioxid de ceriu si un aluminosilicati. S-au utilizat ca molecule model de antibiotice doxiciclina
si oxitetraciclina. Caracterizarea, studiile de eliberare in vitro si determinarea activitatii
antimicrobiene a acestor compozite fac obiectul Capitolelor I1.3 si 11.4.

Antibioticele s-au adsorbit in mezoporii transportorilor de tip silice mezoporoasa prin
metoda impregnarii prin umectare incipienta [32, 33], utilizand ca transportori pentru doxiciclina
compozitele mezoporoase oxid de ceriu-silice si o silice mezoporoasa de tip MCM-41, iar pentru
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oxitetraciclina silice MCM-41 si MCM-48, compozite silice-dioxid de ceriu cu continut de 10%
(mol) si 20% (mol) oxid de ceriu si un aluminosilicat. Continutul de doxiciclind in compozitele cu
medicament a fost de 25% (gr.) in materialul Doxyl/MCM-41, in timp ce in cazul Doxy2/MCM-41 a
fost de 40%(gr.)

Probele pe baza de antibiotice au fost caracterizate prin difractie de raze X la unghiuri mici
si mari, spectroscopie FTIR si izoterme de adsorbtie-desorbtie a azotului inregistrate la temperatura
azotului lichid, 77 K. Prezenta antibioticelor in toate probele a fost evidentiata prin spectrosocopie
FTIR (Fig.11.24. si Fig. 11.29).

Doxy/CeOo,@MCM
Doxy/MCM-CeO4

CeO,@MCM

MCM-CeO,

Transmitanta (-)

doxiciclina

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numar de unda (cm'1)

Fig. 11.24. Spectrele FT-IR pentru: doxiciclina, materialele utilizate drept transportori (MCM-CeQO,,
CeO,@MCM-41) si probele ce contin doxiciclina

0xy33%@MCM-41
oxy25%@MCM-41E

0xy20%@MCM-Ce0,(2)

Transmitanta (u.a.)

0xy20%@MCM-Ce0,(1)

oxitetracilina

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numar de unda (cm™)

Fig.11.29. Spectrele FTIR ale probelor oxitetraciclina-suport mezoporos

Vibratiile doxiciclinei pot fi observate in intervalul 1700-1300 cm™ in spectrele probelor ce
contin doxiciclina, pe langa vibratiile caracteristice ale suportului: Si-O-Si (1225, 1090, 465 cm™)
si Si -OH (966 cm™) (figura 11.24).

In spectrele FTIR ale probelor ce contin medicament se pot observa benzile de vibratie care
apartin suportului, pe langa cele ale medicamentului situate in intervalul: 2850-2950 cm™ atribuit
lui 94ss (CH)), 1590-1650 cm™ atribuite deformarii gruparilor amida si 1310-1410 cm™ atribuite
gruparilor fenolice (figura 11.29).

Difractogramele de raze X la unghiuri mari ale compozitelor pe baza de antibiotice (Fig.
I1.25 si Fig. 11.30) indicd faptul ca moleculele de antibiotic sunt adsorbite in stare amorfa in
mezocanalele transportorilor utilizati, datorita absentei reflexiilor Bragg caracteristice antibioticelor.
Reteaua ordonatd a porilor se pastreaza si dupd depunerea agentului terapeutic, asa cum se poate
observa din difractogramele de raze X la unghiuri mici pentru compozitele pe baza de doxiciclina
(Fig. 1125 detaliata). In difractogramele de raze X la unghiuri mari al probelor incircate cu
oxitetraciclina (Figura I1.30), se observd numai reflexiile Bragg ale fazei fluorit, demonstrand ca
moleculele de antibiotic au fost adsorbite in mezoporii transportorilor in stare amorfa. Lipsa
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picurilor de difractie ale oxitetraciclinei sugereaza ca medicamentul nu a cristalizat pe suprafata
probelor ce contin medicament, asa cum era de asteptat.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

(a)Doxy/CeO,@MCM-41

Intensitate (u.a.)

(b) Doxy/MCl\?I’f%CeOZ WM\N

(a) Doxy/CeO,@MCM-41

200

T
40

Fig. 11.25. Difractogramele de raze X la unghiuri mici a doxicilinei depusa pe suporturi anorganice. Inserate
difractogramele la unghiuri mici pentru aceleiasi probe

oxitetraciclina

AA AN\,

Intensitate (u.a.)

0xy20%@MCM-CeOy(1)

oxy25%@MCM-41E
0xy33%@MCM-41

0xy20%@MCM-CeOy(2)
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T T T
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209

T
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Fig.11.30) Difractogramele la unghiuri mari a compozitelor oxitetraciclina- transportor anorganic in
comparatie cu cea a clorhidratului de oxitetraciclinei

Toate compozitele pe bazad de antibiotice prezintd izoterme de adsorbtie-desorbtie a azotului
(Fig. 11.26 si 11.32) de tipul IV, caracteristice materialelor mezoporoase. Incorporarea agentului
terapeutic in canale este sustinutd de reducerea volumului de pori si a valorilor suprafetei specifice
ale compozitelor pe baza de antibiotice. (Tabelele 11.6 si I1.9) Adsorbtia doxiciclinei sau a
oxitetraciclinei nu produce schimbari semnificative asupra dimensiunii medii a porilor, indicand
interactiuni slabe intre transportorul mezoporos si agentul terapeutic. Materialele ce contin
oxitetraciclind adsorbita pe suporturile MCM-48 sau MCM-48G, arata ca adsorbtia moleculelor de
antibiotic conduce la sisteme mai putin ordonate pentru ambele tipuri de suporturi mezoporoase,
asa cum demonstreaza analiza de difractie la unghiuri mici.

Tabel 11.6. Parametrii texturali ai materialelor ce contin doxiciclind

Proba Con‘ginutul de dBJH (nm) SBET Vmezopori
doxiciclina (%) (m’g™) (cm*g™h)
Doxy/Ce0,@MCM-41 25 3,2 266 0,61
Doxy/MCM-CeO, 25 2,7 269 0,19
Doxy/MCM-41 25 2,8 553 0,54
Doxy2/MCM-41 40 2,8 236 0,26
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Tabelul II. 9. Parametrii texturali ai materialelor reprezentative ce contin oxitetraciclind

Proba Sger (M/Q) Vo (M°/Q) dgy (NM)
0xy20%@MCM-CeO,(1) 265 0,05 (dp<10 nm) 2,64
0xy20%@MCM-CeO,(2) 173 0,04 (dp<10 nm) 2,52
oxy25%@MCM-41E* 144 0,15 (dp<10 nm) 2,81
oxy33%@MCM-41* 163 0,10 (dp<10 nm) 2,80
oxy25%@AIMCM-41 (40) 398 0,27 2,39
oxy25%@AIMCM-41 (51) 311 0,15 2,25
0xy25%@MCM-48G 167 0,13 2,13

*pentru MCM-41E agentul de directionare a structurii a fost indepartat prin extractie, in timp ce pentru

MCM-41 si aluminosilicati a fost indepartat prin calcinare la 550°C/5h
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Fig. 11.33. 1zoterme de adsorbtie-desorbtie ale materialelor ce contin oxitetraciclina (A) si curbele
distributiei marimii porilor calculate cu modelul BJH din ramura de desorbtie a izotermei (B)

Experimentele de eliberare in vitro au fost efectuate la pH 5,5 apropiat de pH izoelectric al
doxicilinei, unde medicamentul are stabilitate mai mare [34].

Dizolvarea doxicilinei la 37°C, pH 5,5 este aproape completa dupa 15 min (Error! Reference
source not found. D). Eliberarea agentului terapeutic din mezoporii materialului mezoporos de tip
MCM-CeO, sau ai silicei MCM-41 este mai lenta decat dizolvarea antibioticului, aproximativ 95%
din continutul de antibiotic din compozite fiind eliberat dupa 40 min. Interesant este cd o cantitate
mica de doxiciclind conduce la un profil de eliberare rapida (Fig. 11.28, E curve versus C curve),
sugerand ca viteza de difuzie prin mezopori este limitata. Materialul compozit Doxy/MCM-CeO,
prezinti o eliberare mai lenta fati de celelalte compozite studiate (Fig.11.28.). In cazul
transportorului core-shell cele mai multe molecule de medicament sunt eliberate in primele doua
minute, urmatd de o descrestere graduala a concentratiei de medicament. Acest fenomen poate fi
explicat prin adsorbtia agentului biologic activ pe sau aproape de suprafata suportului, conducand
la o eliberare aproape instantanee, deoarece lungimea de difuzie a medicamentului in mezopori este
semnificativ redusa. Ulterior, scaderea concentratiei de doxiciclind poate indica o readsorbtie a
agentului terapeutic in mezocanalele suportului.
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Fig.11.28. Profilele de eliberare ale doxiciclinei din mezoporii matricelor anorganice in comparatie cu curba
de dizolvare a antibioticului (A)

Datele experimentald au fost fitate folosind modelul Weibull, [35], un model cinetic bazat
pe teoria percolatiei in spatiul fractal. Eliberarea cumulativd F este exprimatd ca o functie
exponentiala de doi parametri functie de timp: M (t) / M (o) = 1- exp (-at”), unde parametrul a este
o masura a vitezei de eliberare, in timp ce parametrul b indicd ordonarea spatiului de difuzie, cu
valori mai mari de ~ 0,69 care indicad difuzia in spatiul euclidian si valori mai mici semnificand
difuzia in spatiul fractal [36]. Parametrii modelului Weibull (tabelul 11.28) aratd cd mecanismul de
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eliberare a moleculelor de antibiotic din compozitele de tip silice si silice-oxid de ceriu corespunde
difuziei in spatiul fractal, spre deosebire de dizolvarea doxiciclinelor (difuzia spatiala euclidiana).
In cazul silicei mezoporoase SBA-15 cu pori mai mari [37], cresterea masei medicamentului
conduce la modificari ale mecanismului de difuzie, ceea ce poate fi explicat prin scaderea vitezei
de difuzie a medicamentului si a vitezei de difuzie a solventului ca si scaderea volumului de
mezopori. In ceea ce priveste suportul mezoporos de tip oxid de ceriu-silice MCM-CeQ2, se poate

concluziona ca procesul de difuzie al doxiciclinei este similar cu transportorul de tip silice
MCM-41 simplu.

Table 1II.8. Parametrii functiei Weibull care descriu eliberarea experimentald a
doxiciclinei

. Dizolvarea Doxy)/ Doxy/ Doxy2/
Parametri Doxy Doxy/CeO,@MCM-41 MCK)I-CeOZ MCK/I-41 MCI)\//I-41
a 0,914 4,357 1,657 1,006 2,105
b 0,679 -0,086 0,194 0,389 0,153
R? 1 0,9988 0,9986 0,9922 0,9994

Experimentele de eliberare in vitro a oxitetraciclinei au fost efectuate in solutie tampon de fosfat
salin, la pH 5,7 ca fluid biologic simulat [26]. Oxitetraciclina, foarte solubild in apa, are stabilitate
chimicd si fotochimica scdzutd, in special in solutii bazice. Dintre toti transportorii studiati,
moleculele de antibiotice au fost eliberate complet intr-un interval cuprins Intre 60 si 150 min.
(Figurile 11.34 si 11.35), toate profilele de eliberare prezentand un efect burst pronuntat, necesar in
tratamentul cu antibiotice.
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Fig.11.34 Profilele de eliberare ale oxitetraciclinei din compozite silice - oxid de ceriu comparativ cu
MCM-41

Eliberarea agentului terapeutic din compozitele de tip silice-oxid de ceriu a fost usor mai
lentd decat in cazul MCM-41. Continutul mai mare de grupari silanol din MCM-41E incetineste
dezvoltarea cineticii de eliberare a antibioticelor in comparatie cu transportorul MCM-41 calcinat
corespunzator. Recent, am raportat un comportament similar pentru doxiciclina care a avut o
cineticd de eliberare mai lentd din MCM-CeO2 (1) decat matricea de silice MCM-41.

Toate materialele ce contin oxitetraciclind adsorbita pe silice de tip MCM-41 sau
aluminosilicat au prezentat un profil de eliberare cu un efect de burst pronuntat, aproximativ 60%
(greutate) din cantitatea de antibiotic a fost eliberatd in primele 10 minute de experiment, urmata de
0 eliberare graduala pana la 3 ore (figura I1.35). O cantitate mai mare de medicament in
transportori a condus la o cineticd mai lenta (Fig. I1.35 B) si un continut mai mare de aluminiu in
matricea de silice tip MCM-41 a dus la o viteza de eliberare mai mica a medicamentului (Figura
I1.35 A). Geometria porilor cubici caracteristica silicei MCM-48 nu a favorizat eliberarea treptata a
medicamentului, fiind observate cinetici mai rapide decat oxitetraciclina adsorbita pe transportori
de tip MCM-41 (Figura 11.35 B) [41].
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Fig. 11.35. Profilul de eliberare a oxitetraciclinei de pe suporturi de tip aluminosilicati (A) si respectiv
de pe silice (B)

Activitatea antimicrobiana a transportorilor de tip silice mezoporoasa cu medicament
Activitatea antimicrobiand a materialelor pe bazd de doxiciclina cu MCM-41 sau
MCM-CeO,(1) si cu un continut de 20% antibiotic (Tabelul 11.7) in comparatic cu cea a

doxiciclinei pudra solide a fost evaluata in triplicat impotriva Klebsiella ATCC 10031.

Tabelul 11.7. Activitatea antimicrobiana a compozitelor pe baza de doxiciclind fata de Klebsiella ATCC
10031

Proba Klebsiella pneumoniae zond total inhibatd | zond partial inhibatd
ATCC 10031 dmediu (mm) dmediu (mm)
Doxy +++ 35 39
Doxy/MCM-41 +++ 35 39
Doxy/MCM-CeQO,(1) +++ 33 38

Activitatea antimicrobiand a materialelor ce contin oxitetraciclind (Tabelul 11.11) in
comparatie cu cea a antibioticului a fost evaluatd calitativ pe cinci tulpini izolate clinic de S. aureus,
notate SA1-SAS in comparatie cu una de referinta (Staphylococcus aureus ATCC 43300). Probele cu
oxitetraciclind adsorbita pe suport de tip MCM-41 au prezentat o sensibilitate semnificativa fata de
S. aureus ATCC 43300, similar cu oxitetraciclina, in timp ce s-a gasit o activitate antimicrobiand
mai micd pentru proba MCM-48 ce contine oxitetraciclina (Tabelul I1.11).

Tabel I1.11. Activitatea antimicrobiand a materialelor Ce contin oxitetraciclind

Tulpini microbiene

Probe Staphylococcus aureus

SAl SA2 SA3 SA4 SA5 ATCC

43300
oXy@AIMCM-41 (51) +++ +++ +++ ++ ++ ++++
oxXy@AIMCM-41 (40) +++ ++ +++ ++ ++ ++++
oXy@MCM-41E +++ +++ +++ +++ +++ ++++
oxXy@MCM-48 ++ ++ ++ ++ ++ ++
oxitetraciclina +4++ ++ +++ +++ ++ ++++
unde:

+ reprezintd sensibilitate scazuta (diametrul masurat al suprafetei clare este <10 mm)

++ reprezintd sensibil (diametrul masurat al suprafetei clare este cuprins intrel0 si 15 mm)

+++ reprezinta sensibilitate distincta (diametrul masurat al suprafetei clare este cuprins intre 15 si 25 mm)
++++ reprezintd sensibilitate semnificativa (diametrul masurat al suprafetei clare este > 30 mm)

Analizele antimicrobiene au demonstrat cd transportorii de tip MCM-41 ce contin
oxitetraciclind au inhibat izolarea clinica a dezvoltarii S. aureus, efectul fiind similar sau mai bun
comparativ cu antibioticul administrat simplu. Cel mai intens efect inhibitor asupra lui S. aureus
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43300 a fost observat pentru materialul oxy@MCM-41E (D = 39 mm), in timp ce pentru
medicamentul incarcat pe AIMCM-41 (40) comercial diametrul mediu de inhibare masurat (D = 31
mm) a avut cea mai mica valoare.

11.5. Compozite pe baza de ketoprofen

S-a studiat influenta proprietatilor suportului de tip silice mezoporoasa (marimea porilor si
geometria, functionalitatea suprafetei, continutul de medicament) asupra cineticii de eliberare a
ketoprofenului. Silicea ce contine ketoprofen a fost apoi Incorporatd in sfere de alginat si s-au
determinat cineticele de eliberare ale medicamentului pentru acesti transportori pe baza de
compozite complexe in fluid intestinal simulat (pH 7,4).

Pentru obtinerea materialelor pe baza de silice ce contin medicament, agentul terapeutic a
fost adsorbit in mezoporii transportorilor de tip silice prin metoda umectarii prin impregnare
incipienta. Pentru a studia influenta geometriei matricei porilor au fost utilizati doi suporti diferiti
de silice, MCM-41 cu o distributie ordonata hexagonala a porilor cilindrici 1D, care prezintd un
diametru al porilor de 2,8 nm si un volum total de pori de 1 cm®g, si MCF care prezinti o
porozitate mai mare cu un volum total de pori de pana la 3,25 cm®/g [27,28], ca rezultat al unei
matrici poroase tridimensionale neregulate, constand din pori sferici mari interconectati prin
ferestre mai mici [45]. Silicea de tip MCF are capacitatea de a adsorbi o cantitate mai mare de
molecule in mezoporii sai decat MCM-41 sau SBA-15. Cu toate acestea, exista doar cateva studii
privind silicele MCF utilizate ca transportori in sistemele cu eliberare controlata a medicamentelor,
comparativ cu MCM-41 si SBA-15, in special pentru agentii terapeutici solubili [28, 29]. Pentru
imbunatatirea interactiunilor acido-bazice intre moleculele de ketoprofen si suportul silicei s-au
folosit de asemenea doud materiale de tip silice functionalizate cu aminopropil, MCM-APTES si
MCF-APTES, cu un continut similar de grupari organice. Continutul de grupe aminopropilice,
determinat din analiza termogravimetrica a probelor de silice functionalizate, a fost de 12% (wt) si
12,4% (wt) pentru MCM-APTES si, respectiv, MCF-APTES.

Suportii si probele de ketoprofen-silice au fost investigate prin difractie de raze X la
unghiuri mici si mari, spectroscopie FTIR si izoterme de adsorbtie-desorbtie N,. Functionalizarea
cu succes a suportului de tip silice cu grupari aminopropil a fost demonstrata prin spectroscopia
FTIR, care a evidentiat vibratiile caracteristice ale acestora.

In toate spectrele FTIR ale compozitelor de ketoprofen-silice (Fig. 11.37 d-h), se pot
observa benzile de silice pe langa benzile specifice ale ketoprofenului (Tabelul 11.12)
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Fig. 11.37. Comparatie intre spectrele FTIR ale ketoprofenului, transportorilor mezoporosi pe baza de

silice si ale probelor cu ketoprofen
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Tabelul I1.12. Benzi de vibratie caracteristice suporturilor si hibrizilor cu ketoprofen

Benzi de vibratie cm™

Vas(Si-O-Si) 1085

Vs(Si-O-Si) /v¢(Si-O-Al) 800 /804

3(Al-0) 570

v(Si-OH) 960

v(OH) 3433

v(CO) 1665

v(COO) 1550-1610 vc=oas
1300-1420 vc=oSim

Vas(CH,) 2936

vs(CH) 2855

VNH3+ 8S $1 VNpa+ S 3000-3300 m banda larga
suprapusa cu v(OH)

S(NH3") 1575-1600 i

S(NH3") 1300-1500 i

d(CHy) 1470

vas(CH) 2930

vs(CH) 2855

v(CHyp) 695

A ’ ketoprofen
ketod0@MCF-APTES
S W

keto40@MCF

keto@MCF-APTES
keto@MCM(C14)
keto@MICM-41E

~

>

Intensitate (u.a.)
Intensitate (u.a.)

keto@MCM-41E

W@MCM(CM)

Weto@MCM—CeOZ(l) keto@MCM-CeO,
T T = T T T - m
? : ¢ 5 A
20(°) 20(°)

(a) (b)

Fig. 11.38. Difractograme de raze X la unghiuri mici (a) si la unghiuri mari (b) a hibrizilor cu ketoprofen.

Difractogramele de raze X la unghiuri mici atdt pentru materialele de tip MCM-41 simple
cat si functionalizate arata o mezofaza ordonata cu simetrie hexagonala 1D a porilor (Fig. I1.38 a si
b), In timp ce pentru materialele de tip MCF indica una dezordonata.
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Rezultatele de difractie de raze X la unghiuri mici au demonstrat cd toate compozitele
ketoprofen-silice prezinta cele trei reflexii Bragg, de la (100), (110) si (200), care aratd conservarea
retelei de pori hexagonale, caracteristice silicei de tip MCM-41 (Fig. 11.38.a) dupa adsorbtia
medicamentului. Lipsa picurilor de difractie caracteristice ketoprofenului in difractogramele la
unghiuri mari ale materialelor mezoporoase ce contin ketoprofen indica faptul ca agentul terapeutic
s-a adsorbit in mezopori, in stare amorfa si nu a cristalizat pe suprafata silicei (Fig. 11.38b).

Probele ce contin ketoprofen prezinta izoterme de adsorbtie-desorbtie a N, de tip IV (Fig.
11.39, 11.40 si 11.41), complet reversibile pentru probele de tip MCM-41 si cu o buclda mare de
histerezis pentru materialele de tip MCF datoratd condensarii capilare a gazului adsorbit in
intervalul de presiune relativda 0,65-0,9. lzotermele de adsorbtie-desorbtiec a materialelor
silice-ketoprofen au demonstrat ca moleculele de agent terapeutic au fost adsorbite in mezoporii
suportului, porozitatea totald a acestora fiind mai mica decat cea a transportorului corespunzator
(Fig.11.39 Asi 11.40 A). Parametrii texturali (suprafata specifica - Sger, volumul total al porilor -
Vpori si diametrul mediu al porilor - d) determinati din izoterme pentru materialele
silice-ketoprofen sunt prezentati in comparatie cu transportorii de tip silice in Tabelul 11.13.

Tabelul 11.13. Proprietatile structurale ale transportorilor si materialelor cu ketoprofen

Transportor Seer Vo deon . SgeT Vo deon
Mezoporos (m?g) | (cm3g) | (nm) Compozite (m?/g) (cm*/g) (nm)
MCM-CeO; (1) 683 0,67 2,66 keto@MCM-CeO,(1) 235 0,08 2,00
MCM-41E 818 0,78 2,82 keto@MCM-41E 536 0,51 2,25
MCM(C14) 654 0,8 2,13 keto@MCM(C14) 161 0,09 1,76
MCM-APTES 585 0,51 2,39 keto@MCM-APTES 279 0,19 1,76
keto@MCF 377 1,49 16,09
MCF 876 2,29 16,68 keto40@MCF 183 0,87 13,94
MCF-APTES 518 1,98 9,02 keto@MCF-APTES 377 1,753 9,03
AIMCM-41 729 0,66 2,38 keto @ AIMCM 580 0,34 1,99
T good A 4 7’1 s
o B EHHIEHHIHE *\
E r m1 i keto@MCM-APTES
% : ’g F ?MM*gkw*—*—*—*—*
-"S 4004 uﬂﬂ; :;’ lv\‘,_ keto@MCM-41
N = MCM-APTES < .T"
5 {,ﬂnﬂ# -------- :nv-v:::' % I. MCM-APTES
g woqm ST keto@MCM-41 EHL—A
§ nnwnMnunwnnnumw*"
2 M L keto@MCM-APTES putaasaan s s MCM'Tl
00,0 02 04 06 08 10 2 4 88 0 ou

H’F‘D Dimensiunea porilor (nm)

Fig.11.39. Izotermele de adsorptie-desorptie ale N, pentru transportorii MCM-41 si probele ce contin
ketoprofen (A) si distributia dimensiunii porilor calculata cu modelul BJH din ramura izotermei de desorptie

(B)

5 A P ﬁ_
= o« keto@MCF-APTES e . " d
£ 40004 7 - cosstttioosess” ;N g
(5] anw Sty
= 4 keto40@MCF J" ._)" ' ] .
g 3000 essssassasssnasesanssantailiong g % R
4 ™
5 ¢ keto@MCF ‘ ) .
: L ?’Mww o W b
S, 2000+ / o 1020030000000 00000 000000
5 b MCF-APTES o ©
o 23353800002 = ketod0@MCF
5 Lo - keto@MCF
g 1000 @ MCF-APTES
o a MCF a MCF
> FanesssE IR DESE
0 - - T T T T T T T
0,0 02 04 08 08 10 10 20 30 40 50
AF, Dimensiunea porilor (nm)

Fig. 11.40. Izotermele de adsorptie-desorptie ale N, pentru transportorii MCF si probele ce contin ketoprofen
(A) si distributia dimensiunii porilor calculatd cu modelul DFT(B)
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Ambii suporti pe baza de silice functionalizati cu grupari 3-aminopropil prezintd suprafata
specifica si diametrul mediu al porilor mai mici decat materialele pe baza de silice din care s-au
obtinut, ceea ce inseamna cad gruparile organice sunt legate pe suprafata peretelui intern al silicei
(Tabelul II.13). Desi functionalizarea cu grupari aminopropil a materialelor pe baza de silice a
determinat o usoara scadere a valorilor parametrilor texturali, toti suportii au prezentat o porozitate
mare necesara pentru utilizarea lor ca vehicule pentru molecule biologic active.

Probele ce contin ketoprofen prezintd o anumitd porozitate, care se diminueaza odatd cu
cresterea continutului de agent terapeutic. Curbele de distributie a dimensiunilor porilor si
diametrul mediu al porilor au fost calculate utilizind metoda Barrett-Joyner-Halenda (BJH) pentru
probele tip MCM-41 din ramura de desorbtie a izotermelor (Figura I1.39B) si modelul DFT pentru
materialele tip MCF (Fig. 40B). Se poate observa o scadere a diametrului mediu al porilor pentru
materialele ce contin medicament comparativ cu cea a transportorului corespunzator (Fig. 11.40 si
11.41), fie din cauza adsorbtiei ketoprofenului in mezoporii transportorului, fie datorita
interactiunilor dintre moleculele de medicament si suportul pe baza de silice (Tabelul I1.13).

Determinarea profilelor de eliberare ale ketoprofenului in vitro din transportorii de silice
mezoporoasa (Fig. 1. 42.A) a fost efectuata in fluid simulat intestinal, PBS, pH 7,4, at 37 °C, sub
agitare magnetica folosind o membrand de dializa. Dizolvarea ketoprofenului s-a realizat in
aceleasi conditii utilizind de asemenea sac de dializa. Profilele de eliberare sunt prezentate in Fig.
I1.42 ca eliberare cumulativa de medicament in functie de timp.

Agentul terapeutic a prezentat cinetici de eliberare rapide din transportorii de tip silice in
stare pura in prima ora de experiment, chiar mai rapide decat dizolvarea sa, in cazul keto@MCF,
urmatd de o eliberare sustinutd, mai pronuntata in cazul suportilor de tip silice functionalizati datorita
interactiunilor acido-bazice (Fig.I1.45). Prima etapa rapida de eliberare a ketoprofenului din suportii
de tip silice, In special pentru cei simpli, ar putea fi explicatd prin difuzarea moleculelor de
medicament care sunt mai solubile Tn mediu bazic in stare amorfa decat sub forma de cristale. A doua
etapa a eliberarii ketoprofenului este mai lentd atunci cand moleculele de medicament, care sunt mai
puternic legate de suprafata silicei prin interactiuni acido-bazice, sunt eliberate treptat in fluidul
intestinal simulat. La o cantitate mare de agent terapeutic adsorbit in mezoporii silicei MCF simple se
poate observa o viteza de eliberare mai scazuta a medicamentului ceea ce arata ca o acoperire optima
a suprafatei porilor silicei cu medicament este benefica.

Datele experimentale de eliberare a ketoprofenului au fost fitate cu coeficienti de corelatie,
R*w > 0,95, utilizand modelul Weibull (ec.1), o functie de exponentiala cu doi parametri bazata pe
teoria percolatiei atat in spatiul euclidian cat si in cel fractal (Fig. [1.42A), care este foarte aplicata
pentru dizolvarea medicamentului din diferite matrici.

m ()/m (©) =1 - exp (-at°) (1)

unde m(t) reprezinta eliberarea cumulativda a medicamentului la momentul t, m (o) este
cantitatea totala de medicament in mezoporii suportului, a un parametru ce depinde de suprafata
specifica prin care are loc difuzia medicamentului si parametrul b indicd mecanismul de transport,
de tip difuzie Fickianad in spatiul Euclidian (0,69 <b 0,75) sau fractal (b <0,69). Tabelul II.14
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enumerd parametrii a si b, precum si coeficientii de corelatic R*W pentru modelul Weibull. Se

observa ca valorile parametrilor b corespund unei difuzii Fick a medicamentului in spatiul fractal,
fiind mai mici de 0,69 [31].
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Fig. 11.42. Profilele de eliberare ale ketoprofenului din transportori mezoporosi fitate cu functia Weibull (A)
si modelul Higuchi (B)

Pentru a evalua viteza de eliberare a ketoprofenului in etapa de burst, datele de cliberare
ale medicamentului din prima ora de experiment au fost fitate cu modelul Higuchi: m (t) / m (o0) =
kn * t¥2, unde ki este constanta vitezei (Fig.11.42B) [36]. Valorile ki si coeficientii de corelare R%,
obtinuti pentru toate materialele de silice incarcate cu ketoprofen, sunt enumerate in Tabelul II.14.
Cea mai lenta cinetica de eliberare a ketoprofenului in etapa de burst a eliberarii medicamentului a
fost obtinuta in cazul suportului MCF-APTES, urmata de suportul MCM-APTES datorita
interactiunilor acido-bazice dintre grupdrile amino legate pe suprafata mezoporilor transportor si
grupirile carboxil ale ketoprofenului. In cazul suportului de tip silice simpla, s-a observat o viteza
mai mica de administrare a ketoprofenului pentru MCM-41E decat pentru MCF, ceea ce ar putea fi
explicat fie printr-un diametru mediu al porilor mai mic si o distributiec de pori ordonata, fie
printr-un continut mai mare de grupari silanol, necalcinat, spre deosebire de suportul MCF.

Table 11.14 Parametrii WEIBULL si HIGUCHI obtinuti prin fitarea datelor de eliberare a ketoprofenului din
suportii de tip silice

Modelul Weibull Functia Higuchi
Probe a b RZW ke RZH
ketoprofen 0.009 1.111 0.994 8.698 0.975
keto@MCM-41E 0.157 0.351 0.951 6.594 0.979
keto@MCM-APTES | 0.076 0.284 0.955 3.498 0.936
keto@MCF 0.1072 0.626 0.983 9.316 0.979
keto40@MCF 0.0543 0.585 0.981 7.621 0.973
keto@MCF-APTES | 0.0082 0.473 0.972 2.919 0.956

Pentru a prepara sferele de medicament-silice-alginat s-au ales keto@MCM-41E si
keto@MCF-APTES, ambele probe continand 20% (gr.) de medicament. Probele de silice ce contin
medicament alese au prezentat cea mai scazutd eliberare cumulativa totala si cea mai lenta cinetica
de eliberare fata de silicea simpla si, respectiv, suportul de tip silice functionalizata. Compozitele
ketoprofen-silice-alginat obtinute, denumite keto@MCM-alg si keto@MCF-APTES-alg, au fost
investigate prin SEM-EDX si analiza termica. Continutul de ketoprofen, care a ramas in sferele de
silice-alginat, a fost determinat prin masurarea cantitatii de medicament eliberatd in solutia de
clorurda de calciu in timpul formarii granulelor utilizdnd spectroscopia UV-vis. O a treia parte a
ketoprofenului a fost eliberata fie din suportul MCM-41, fie din materialul MCF-APTES in solutie
apoasa de clorura de calciu, rezultdnd un continut de medicament in sfere de 2,2% (gr.).

Investigarea SEM a compozitelor ketoprofen-silica-alginat a evidentiat formarea de
granule sferice cu un diametru cuprins intre 0,8-1,2 mm (figura 11.48). Pe suprafata sferelor se
observa formarea cristalelor de clorura de sodiu, desi au fost spalate intens cu apa ultrapura (Fig.
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11.48). Analiza EDX cuplata cu investigatia SEM a aratat ca particulele de silice se afla in interiorul
sferelor de alginat, ca ionii de calciu penetreaza reteaua de polimeri, iar pe suprafata alginatului
sunt inca cristale de clorura de sodiu.

sectiune transversala

Map data 302
MAG: 93 x HV: 10.0 kV_WD: 16.1 mm MAG: 153 x HV: 10.0 kV_WD: 16.1 mm

Fig.11.49. Imaginea SEM a keto@MCM-41E-alg (atasata suprafata sa) (A) si keto@MCF-APTES-alg
(atasata suprafata sa) (B) si analiza elementalda EDX a sferelor: keto@MCM-alg (C) si
keto@MCF-APTES-alg (D)
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Fig. 11.53. Analiza DTA-TG a sferelor de ketoprofen-silice-alginat

Analiza DTA-TG a sferelor de ketoprofen-silice-alginat a aratat o descompunere termica in
mai multe etape (figura 11.53). In intervalul de temperatura cuprins intre 20 ° si 170 °C, ambele
tipuri de sfere pierd apa din hidrogelul alginat si mezoporii silicei. La 170 °C, alginatul incepe sa se
descompuna si procesul continud pana la 600 °C [37]. Pe curbele DTA, se observa doud efecte
exotermice puternice in intervalul de temperatura de 400 °-580 °C. Masa reziduului pentru
keto@MCM-alg si keto@MCF-APTES-alg a fost de 25,6% si, respectiv, 24,5%, care a constat din
15,9% (masa) silice si 9,7% compusi ce contin ioni de calciu si sodiu pentru prima proba si 14% si
10,5% pentru cel de-al doilea. Ketoprofenul se topeste la 97 °C, este stabil pana la aproximativ
170 °C si se descompune total la 376 °C [38, 39]. Deoarece in sferele de silice-alginat continutul de
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ketoprofen este scazut, efectul sau de descompunere termica 1n intervalul de temperatura de 170 °
-376 °C este greu de observat fiind suprapus cu cel al alginatului, care este intr-o cantitate mai mare
in probe.

151

104

o keto@MCM-alg
¢ keto@MCF-APTES-alg

ketoprofen eliberat (%)

0 60 120 180 240
Timp (min)

Fig.11.54.Profilele de eliberare a ketoprofenului din probele acoperite cu alginat

Experimentele de eliberare a ketoprofenului din sferele silice-alginat, efectuate in aceleasi
conditii ca si pentru probele de silice ce contin medicament, au prezentat cinetici mai slabe pentru
silicele acoperite cu alginat in comparatie cu suportii de tip silice ce contin ketoprofen. Datele
experimentale de eliberare a medicamentului au fost de asemenea fitate cu functia Weibull (Fig.
11.54) cu coeficientul de corelatie de 0,977 si 0,954 pentru probele de keto@MCM-alg si respectiv
keto@MCF-APTES-alg. Ca si in cazul eliberarii ketoprofenului din suportii de tip silice,
parametrul exponential b al functiei Weibull are valori de 0,514 si 0,321 pentru keto@MCM-alg si
respectiv keto@MCF-APTES-alg, corespunzand unei difuzii Fickiane a agentului terapeutic.
Pentru ambele tipuri de sfere de alginat, parametrul pre-exponential a al functiei Weibull are
aceeasi valoare de 0,0103, deoarece depinde de suprafata prin care are loc difuzia ketoprofenului.
Acest lucru poate fi explicat prin contributia ridicatad a alginatului care este in cantitdti mari si
similare in ambele tipuri de sfere de siliciu-alginat ce contin ketoprofen. Se observd o viteza de
eliberare mai mare a ketoprofenului din sfere MCM-alg decat din MCF-APTES-alg, tendinta
similara fiind observata si pentru probele de silice ce contin ketoprofen corespunzatoare.

11.6. Compozite pe baza de doxorubicina

Un ultim obiectiv al acestei teze a fost incapsularea doxorubicinei, un agent citostatic utilizat
in tratararea mai multor forme de cancer In compozite anorganice de tip magnetitd-aluminosilicat si
studiul profilelor de eliberarea a agentului terapeutic in fluid biologic ce simuleaza mediul celulelor
tumorale. Pentru compozitele cu doxorubicind s-au ales transportori magnetici de tip aluminosilicati
- magnetita: Fes;0,@AIMCM-41, Fe;0,@AISBA-15, Fes0,@AIMCM-41-PEG si o silice de tip
SBA-15 functionalizatd cu grupari folat cu rol de agent de directionare spre celulele tumorale.
Doxorubicina a fost adsorbita Tn mezoporii materialelor mezoporoase prin aceeasi metoda utilizata
anterior.

Pentru toate compozitele doxorubicind-matrice mezoporoasd magnetica spectrele FTIR
prezintd vibratiile ce corespund principalelor grupe functionale ale doxorubicinei suprapuse peste
vibratiile caracteristice transportorilor mezoporosi anorganici.
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Fig. 11.55. Spectrele FTIR ale doxorubicinei si transportorilor cu doxorubicina

Difractogramele de raze X la unghiuri mari (Fig. 11.55A) inregistrate pentru materialele ce
contin doxorubicind prezintd doar reflexiile Bragg caracteristice fazei cristaline de magnetita,
alaturi de picul larg de difractie la valori ale 20=20-40°, caracteristic fazei amorfe de silice.
Materialul DOX@Fe;04,-AIMCM-41-PEG prezinta o retea hexagonalda de pori cu pastrarea
mezocanalelor, caracteristica materialelor de tip MCM-41 (Fig. 11.55B)

A

DOX@Fe,0,-MCM-41E
PRI

el

DOX@Fe,O0,-MCM-APTES

Dox@ F€304-ALMCM-PEG
ULJWME!
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Fig. 11.55. Difractogramele de raze X la unghiuri mari pentru probele ce contin doxorubicind (A) si

difractogramele la unghiuri mici a probei DOX@Fe;04,-AIMCM-41-PEG (B).

Dox@Fe,0,-ALMCM-PEG

Intensitate (u.a.)

Intensitate (u.a.)

Din izotermele de adsorbtie-desorbtie ale N, inregistrate la 77K s-a observat ca porozitatea
materialelor ce contin doxorubicina este mai redusa decat cea a transportorilor corespunzatori (Fig.
11.56) datorita prezentei moleculelor de agent terapeutic in porii matricei mezoporoase. In tabelul
I1.15 sunt prezentati comparativ parametrii texturali ai probelor cu doxorubicina si ai transportorilor.
Prezenta ionilor de aluminiu conferd transportorului un comportament de acid Lewis care
determind interactii mai pronuntate cu agentul citostatic, fapt reliefat prin scdderea dimensiunii
medii a porilor in cazul materialelor ce contin doxorubicind In comparatie cu cele ale
transportorului corespunzator (Tabel 11.15).
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Tabelul 11.15. Parametrii texturali ai materialelor ce contin agent terapeutic in comparatie cu matricea

mezoporoasd magnetica corespunzatoare

Material Material ce contine Matrice mezoporoasa magnetica
doxorubicina
SBET Vpori dBJH SBET Vpori dBJH Ms
(M/g) | (cm’lg) | (hm) | (mo/g) (cm*/g) | (nm) | (emu/g)
DOX@ Fe;O,@AIMCM 497 0,46 2,51 609 0,57 2,66 6,42
DOX@ Fe;0,@AIMCM-PEG 680 | 0,61d<10 | 2,97 852 0,90 2,98 ND*
nm
DOX@Fe;0,@AISBA-15 469 0,70 6,29 829 0,88 6,81 4,21
d<10 nm d<10nm
DOX@SBA-APTES-FOLAT 447 0,90 6,29 472 0,906 6,28 ND*

ND* = nedeterminat
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Fig. 11.58. Profilele de eliberare ale doxorubicina de
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Fig. 11.59. Curbele de eliberare ale probelor DOX de
pe suporturile Fe30,@AIMCM-41 si

Fe;0,@AIMCM-PEG in comparatie cu curba de
dizolvare a doxorubicinei

Se poate observa ca eliberarea doxorubicinei din Fe;0,@AIMCM-41 (Fig. 11.59) este mai
lenta decat pentru FesO,@MCM-41 explicata prin interactiuni supramoleculare intre suprafata
acidd a silicei si agentul citostatic cu caracter bazic. Acest lucru este benefic, conducind la o
scadere a efectelor secundare cauzate de eliberarea agentului citostatic in afara celulelor canceroase

si o crestere a eficientei eliberdrii in celulele bolnave.
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Fig. 11.60. Curba de eliberare a DOX de pe suportul Fe;O,@AISBA-15

Datorita unei cinetici de eliberare bune a DOX de pe suportul Fe;0,@AIMCM-41, s-a ales
efectuarea sintezei unui material de acelasi tip, ce prezintd lanturi polimerice de tip polietilenglicol
(PEG). Acestea au rolul de a tinti pasiv celulele canceroase si de a asigura o mai buna dispersie a
nanoparticulelor. Materialul rezultat dupd adsorbtia agentului citostatic a fost denumit,
DOX-Fe3;0,@AIMCM-41-PEG, iar profilul de eliberare al acestuia este prezentat comparativ cu
cel DOX@Fe3;0,@AIMCM-41 in figura I11.59. Se poate observa o crestere a vitezei de eliberare a
agentului terapeutic ca urmare a atasarii lanturilor polimerice, insd acest efect nu este foarte
pronuntat. Ca atare, suportul Fe30,@AIMCM-41-PEG este un transportor ce se poate utiliza pentru
eliberarea vectorizatd a medicamentului anticancerigen, prezentand atat tintire activd prin
proprietatile magnetice ale miezului de magnetita, cat si pasiva datoritd lanturilor PEG. Se observa
ca din proba DOX@Fe30,@AIMCM-41-PEG, procentul total de medicament eliberat este mai
ridicat decat in cazul transportorului DOX@Fe;0,@AIMCM-41.

MTS - proliferare celulara (%)

Fig.I1.61. Teste MTS pentru doxorubicina si transportori magnetita-aluminosilicati cu doxorubicina

Toxicitatea probelor cu doxorubicind a fost evaluatd pe o linie de limfocite umane sdnatoase
prin utilizarea testului de proliferare celulara a solutiei CellTiter 96R AQueous One (MTS,
Promega) [46]. Citotoxicitatea a fost evaluatda utilizand o analizd standardizata bazata pe
producerea formazanului colorat in celule metabolice active. Dupa 24 ore si 48 de ore expunerea la
5 pg / ml DOX sau cantitatea echivalenta de agent citostatic adsorbitd in probele cu medicamente.
Incapsularea  doxorubicinei in  mezoporii purtitori de magnetit-aluminosilicat sau
SBA-APTES-FOLATE a determinat o crestere a viabilitatii celulare in comparatie cu solutia
apoasd de medicament, In aceeasi concentratie in mediul celular.

Concluzii

In cadrul tezei de doctorat s-au sintezat si caracterizat mai multe materiale mezostructurate
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anorganice: compozite silice-dioxid de ceriu, silice pura si functionalizata cu grupari aminopropil si
folat, aluminosilicati, compozite de tip magnetita acoperita cu aluminosilicati de tip AIMCM-41 si
AISBA-15.

Compozitele silice—dioxid de ceriu au fost obtinute prin doua metode de sinteza. Prima a
constat in obtinerea mai intdi a nanoparticule de oxid de ceriu prin metoda hidrotermala in prezenta
de CTAB drept stabilizator, izolarea si apoi acoperirea acestora cu silice de tip MCM-41. Cea de a
doua metoda a constat in obtinerea compozitelor intr-o singurd etapa, in mediu bazic, in prezenta de
CTAB, ca agent de directionare a structurii, prin metoda sol-gel asistatd de un tratament hidrotermal
care a condus atat la formarea unei mezofaze cu retea ordonatd de pori caracteristica silicei de tip
MCM-41, cat si la cristalizarea fazei de oxid de ceriu cu structura de tip fluorit si simetrie cubica.
Prin cea de a doua metoda s-au sintetizat doud compozite cu continut diferit de oxid de ceriu, de
10%(mol), MCM-CeO,(1), respectiv 20%(mol), MCM-CeO,(2), fati de silice. Indepartarea
surfactantului in cazul tuturor compozitelor silice-oxid de ceriu s-a realizat prin calcinare la
550°C/5h. Investigarea prin TEM a evidentiat formarea prin cea de a doua metoda a silicei
mezostructurate acoperitd cu nanoparticule de circa 5 nm de oxid de ceriu.

Compozitele silice-oxid de ceriu de tip MCM-41, cu retea de pori hexagonala de pori, au fost
utilizate pentru prima data drept transportori in sisteme cu eliberare controlatd de substante biologic
active, comportamentul acestora fiind comparat cu cel al silicei MCM-41, aluminosilicatului
AIMCM-41 si silicei MCF.

Pentru proiectarea unor sisteme cu eliberare tintitd de agent citostatic s-au sintetizat trei
materiale compozite mezoporoase cu comportament superparamagnetic prin acoperirea
nanoparticulelor de magnetita, obtinute prin descompunerea tris-acetilacetonato Fe(lll), cu
aluminosilicati de tip AIMCM-41 si AISBA-15. Pentru o acumulare pasiva in tesutul tumoral,
nanoparticulele de magnetitda s-au acoperit cu aluminosilicat functionalizat cu grupari de tip
polietilenglicol si de asemenea s-a sStudiat comportamentul unui transportor de tip
SBA-APTES-FOLAT.

Atat transportorii sintetizati, cat si materialele care contin substante biologic active au fost
caracterizate prin tehnici variate de investigare: difractie de raze X la unghiuri mari si mici,
spectroscopie FTIR, izoterme de adsorbtie-desorbtie a azotului inregistrate la 77 K, microscopie
electronica de baleiaj si in transmisie etc.

Prin metoda post-sinteza s-au obtinut doua tipuri de Silice mezoporoasa functionalizata cu
grupari aminopropil, care au fost angajate ca transportori pentru ketoprofen. Acesti suporti
functionalizati au condus la o cineticd mai micd de eliberare a ketoprofenului decat in cazul silicel
pure datoritd interactiunilor acid-baza dintre moleculele de medicament si transportor, care sunt
mai puternice decat legaturile van der Waals si legaturile de hidrogen formate intre silicea pura si
ketoprofen.

Un alt obiectiv al tezei de doctorat a fost proiectarea unor sisteme cu eliberare controlata de
antibiotice pe baza de transportori anorganici de tip MCM-41: silice, compozite silice-dioxid de
ceriu, aluminosilicati. S-au ales ca molecule model doxicilina si oxitetraciclina, din clasa
tetraciclinelor, care sunt substante cu o solubilitate ridicata in apa. Adsorbtia acestora in mezoporii
transportorilor s-a facut prin metoda impregnarii prin umectare incipenta. Difractia de raze X a
demonstrat ca moleculele de antibiotic au fost adsorbite in mezopori in stare amorfa, iar izotermele
de adsorbtie-desorbtie ale materialelor ce contin molecule de antibiotic au evidentiat scaderea
porozitatii fatd de cea a transportorilor corespunzatori, cat si a diametrului mediu al porilor.
Evaluarea activitatii microbiene a demonstrat ca adsorbtia antibioticelor Tn mezoporii transportorilor
analizati nu influenteazd nu afecteaza activitatea bactericidd a acestora.

Determinarea profilelor de eliberare in vitro ale antibioticelor din sistemele cu eliberare
controltd proiectate a aratat ca dintre transportorii mezoporosi anorganici testati, compozitul
MCM-CeO; (1) prezinta cea mai buna cinetica de eliberare, avand viteza de eliberare cea mai mica.

De asemenea, introducerea atomilor de aluminiu in reteaua silicei are ca efect cresterea
aciditdtii Lewis si scdderea vitezei de eliberare a antibioticului. Totodata, prezenta unei cantitéti
mai mari de antibiotic in mezoporii transportorului de tip MCM-41 conduce la o viteza de eliberare
mai lentd. Datele experimentale ale profilelor de eliberare a doxiciclinei, respectiv a oxitetraciclinei
din mezoporii transportorilor anorganici au fost fitate cu functia Weibull, care are doi parametrii, a
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si b. Deoarece parametrul b al functiei Weibull a avut valori mai mici de 0,75, s-a putut
concluzionat ca mecanismul de difuziune a ambelor antibiotice este fickian.

De asemenea, in cadrul acestei teze de doctorat, s-au obtinut compozite pe baza de ketoprofen
ce contin MCM-41 si MCF atat pure, cat si functionalizate cu grupari APTES, aluminosilicat si
MCM-CeO; (1). Cea mai lenta cinetica de eliberare a ketoprofenului in fluid intestinal simulat,
solutie tampon de fosfat salin, pH=7,4, din mezoporii unui transportor de tip silice fost obtinuta
pentru materialul keto@MCF-APTES.

Doua dintre compozite keto@MCM-41 si keto@MCF-APTES au fost selectionate pentru
obtinerea unor sisteme mai complexe prin incapsularea compozitelor de tip silice-ketoprofen in sfere
de alginat prin tehnica gelarii ionotropice. Analiza SEM a evidentiat formarea sferelor de alginat in
interiorul carora se afla particulele de silice mezoporoasa in care a fost adsorbit ketoprofenul, precum
si prezenta in interiorul polimerului a ionilor de calciu si formarea de cristale de clorura de calciu pe
suprafata sferelor de alginat. Profilele de eliberare a ketoprofenului din sferele silice-alginat au
aratat o cinetica mai lentd, iar keto@MCF-APTES-alg a inregistrat viteza de eliberare cea mai lenta,
ceea ce demonstreaza ca utilizarea alginatului in proiectare de astfel de sisteme cu eliberare
controlatd este benefica pentru agentii terapeutici cu efecte secundare negative la nivelul
stomacului. Se stie ca alginatul este insolubil in mediu acid, astfel ketoprofenul poate atinge tractul
intestinal unde este eliberat intr-un mod controlat.

Un ultim obiectiv al tezei de doctorat a fost incapsularea doxorubicinei, un agent citostatic
utilizat 1n tratararea mai multor forme de cancer i1n compozite anorganice de tip
magnetita-aluminosilicat. Profilele de eliberare a agentului terapeutic au fost determinate in fluid
biologic ce simuleaza mediul celulelor tumorale, solutia tampon de fosfat, pH 5,7. S-a observat o
eficientd ridicatd de incapsulare a agentului citostatic, desorbtia acestuia de pe transportorul
magnetic avand loc foarte lent. Prezenta aluminiului in matricea silicei a condus la o incapsulare
eficientd a doxorubicinei, care are caracter bazic, prin interactiuni de tip acid-bazad Lewis.
DOX@Fe;0,@AIMCM-PEG a avut si cea mai lenta cinetica de eliberare.

Testele in vitro pe linie celulara umana de limfocite sanatoase a doxorubicinei incapsulate in
transportorii de tip magnetita-aluminosilicat si SBA-APTES-FOLAT au demonstrat o diminuare a
toxicitatii si o viabilitate celulard mai ridicata fatd de cea a solutiei apoase de doxorubicina.

Contributii originale

Pentru prima data s-au testat compozite anorganice silice-dioxid de ceriu de tip MCM-41
drept transportori in sisteme cu eliberare controlatd de substante biologic active. Astfel proprietatile
antioxidante ale oxidului de ceriu se combind cu proprietatile adsorbante bune ale silicei
mezostructurate in scopul obtinerii de transportori pentru sisteme cu eliberare controlata de
principii farmaceutic active. In cadrul acestei teze de doctorat s-au obtinut sisteme cu eliberare
controlata de doxicilinad pe baza de transportori de tip silice-oxid de ceriu care au fost comparate cu
materialele obtinute in aceleasi conditii prin adsorbtia doxiciclinei in mezoporii silicei de tip
MCM-41. De asemenea, s-au obtinut sisteme cu eliberare controlatd de oxitetraciclind pe baza de
transportori anorganici: silice de tip MCM-41, compozite silice-oxid de ceriu cu continut diferit de
oxid de ceriu (10% si 20% mol), AIMCM-41 si MCM-48. S-a studiat influenta prezentei
nanoparticulelor de oxid de ceriu sau a atomilor de aluminiu din reteaua silicei de tip MCM-41
asupra profilelor de eliberare in vitro a celor doua medicamente. Un alt element de noutate al acestei
teze este proiectarea si testarea unor transportori de tip silice mezoporoasa incapsulati in sfere de
alginat pentru protectie gastrica, deoarece ketoprofenul are ca efect secundar, ulceratia gastrica,
dezvoltarea sistemului fiind capabild sa elibereze medicamentul in tractul intestinal. O alta
contributie originala a acestei teze de doctorat a fost obtinerea si caracterizarea unor sisteme cu
eliberare tintiti de doxorubicinid. In acest caz, transportorii angajati pentru incapsularea
doxorubicinei au fost magnetita acoperita cu aluminosilicat mezoporos, prezenta aluminiului in
reteaua silicei favorizand o Incapsulare mai eficientd a agentului citostatic datoritd interactiilor mai
puternice de tip acid-baza Lewis intre suport si substanta biologic activa.
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Perspective

Determinarea efectelor la nivel celular a transportorilor de tip silice mezoporoasa-dioxid de
ceriu si a proprietatilor antioxidante a compozitelor propuse atat in vitro, cat si la nivel
celular.

Proiectarea de sisteme cu eliberare tintita de agenti citostatici care utilizeazd drept
transportori compozite de tip magnetita-aluminosilicati functionalizati.

Continuarea testelor de proliferare si moarte celulara pe linii standardizate de celule tumorale
pentru sistemele cu eliberare tintitd de doxorubicind sintetizate.
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