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Abstract:

Since the 1960s, when Richard Feynman talked for the first time about nanoparticles,
scientists have worked to improve nanomedicine. As part of their effort, scientists have done new
studies in the pharmacology and oncology fields and have found new uses for particles smaller than
100nm. For the first time in the treatment of cervical neoplasia a nanoparticle was used for drug
delivery (DD). Our understanding of nanoparticles has evolved over the years providing new ideas
such as using them in cervical cancer diagnosis, e.g. as biosensors. Lately, the combination between a
particle and an enzyme or the enzyme’s substrate was considered, enhancing significantly their
performance. Enzymatic nanoreactors may bring the treatment of cervical cancer to a new stage of
evolution. Although in vivo tests (on xenograft models) of certain enzymatic nanotechnology are
promising, further studies are required to support and to improve the findings available at the
moment.

Rezumat:

Din 1960, de la discursul lui Richard Feynman, cand au fost puse bazele nanomedicinei,
nanoparticulele au cunoscut multe schimbari in evolutia lor. Datoritd dezvoltérii farmacologiei si a
descoperirilor in sfera oncologiei, au aparut noi roluri pentru particulele cu dimensiuni mai mici de
100nm. Astfel, in patologii precum neoplazia de col uterin nanoparticulele au aparut initial pentru
transportul substantelor farmacologic active. Ulterior, au fost utilizate pentru detectia celulelor
tumorale. Un pas major in evolutia nanomedicinei in cancerul de col uterin este asocierea
nanoparticulelor cu diverse enzime sau substraturi enzimatice, aparand astfel nanoreactoarele
enzimatice. Acestea au un viitor promitator in tratamentul cancerului de col uterin. Testele in vivo au
demonstrat o penetrantd buna la nivelul masei tumorale si o reducere semnificativa a acesteia in urma
tratamentului.
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Introducere Virusul HPV (Human Papilloma Virus) prezent in

Cancerul de col uterin este una dintre aproximativ 95% din cazuri. Infectiile cu HPV au
neoplaziile cele mai frecvente de pe teritoriul fost observate ca maresc riscul pe termen scurt de
Europei, fiind pe locul al Ill-lea ca incidentd in aparitie al cancerului, fapt care a intarit corelatia
randul femeilor in unele state europene precum: infectie — patologie (Rizzo A.E., 2018). Dintre
Bosnia-Hertegovina, Republica Moldova, tulpinile de HPV, cele mai des identificate si
Romania (Ferlay J., 2018). corelate cu aparitia patologiei descrise sunt HPV —

Descoperirile in specializarile oncologie, 16 (50%) si HPV — 18 (10%). Totusi, exista inca
ginecologie si boli infectioase au condus la 0 mai  un numar semnificativ de alte tulpini, Impartite in
bund intelegere a modului de gestionare a doud clase: cu risc crescut sd ducd la aparitia
tumorilor maligne localizate la nivelul colului cancerului si cu risc scazut (Rizzo A.E., 2018).
uterin. Factorul etiologic care se presupune a fi  Factorii de risc descoperiti (Johnson C.A., 2019)
incriminat in aparitia tumorilor este considerat a fi  sunt stilul de viata (numarul de parteneri sexuali,
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numarul de sarcini, primul contact sexual prea
devreme/ intéarziat etc.), fumatul, alte boli cu
transmitere sexuald si mediul de viatd (saracia,
lipsa igienei etc.).

Astfel, au aparut noi metode de preventie
a aparitiel modificdrilor tisulare incriminate in
neoplazia colului uterin. Pentru preventia
cancerului de col uterin s-au creat vaccinuri cu
tulpinile cele mai raspandite in populatie, atat
din cele cu risc inalt (HPV 16, 18), cat si cele cu
risc scazut. Rezultatele vor fi observate pe
termen lung, momentan existand prea putine
date centralizate mondial (Johnson C.A., 2019).

Pentru cazurile de cancer manifest, FIGO
(Federatia Internationala de Obstetricd si
Ginecologie) a elaborat un protocol de tratament
ce cuprinde tratament chirurgical (incepand cu
stadiile incipiente de dezvoltare), radioterapie si
chimioterapie anticanceroasa. Cea din urma nu
este utilizata independent (Casagrande N., 2013),
datoritd aparitiei rezistentei la tratament si a
reactiilor adverse sistemice. Din aceastd cauza au
fost realizate un numar ridicat de experimente.
Astfel, au fost implementate tot mai multe
metode de livrare a moleculelor utilizate n
tratamentul clasic, cét si noit metode de tratament,
care sa reducd din reactiile adverse, si implicit sa
creasca calitatea vietii pacientei.

Din 1959, de la discursul revolutionar al
lui  Richard Feynman (fizician american)
,»There's Plenty of Room at the Bottom” au fost
puse bazele nanotehnologiei. Conceptul sau de a
controla molecule de dimensiuni apropiate de
cele atomice au condus la crearea nanopar-
ticulelor. Inca dinainte de 1990, in paralel cu
dezvoltarea tehnologiei si a nanoparticulelor s-
au facut incercari de livrare a moleculelor
farmacologic active. Pana in momentul de fata
au existat multe bariere de trecut si multe
provocari de infruntat (Sriraman S.K., 2014).

Mecanisme

Nanoparticulele  sunt  particule  cu
dimensiuni mai mici de 100nm. Existd mai
multe tipuri de astfel de nanotehnologii, care au
fost inventate Tn ultimii 50 de ani. Pentru a
putea fi introduse in organismul uman au fost
necesare multiple procese care sa le permita sa
simuleze un produs endogen. Initial au fost
dezvoltate particule de dimensiuni foarte mici
care sa fie inerte din punct de vedere biochimic,

fiind pe baza de aur (Au). In medicini sunt
folosite nanoparticule polimerice, ceramice,
magnetice, pe schelet metalic, micelii polime-
rice, dendrimeri si lipozomi (Parveen S., 2012).
Cele mai utilizate in medicina sunt lipozomii.
Acest fapt este datorat atat descoperirii lor in
fazele incipiente ale nanomedicinei, cat si
structurii asemandtoare celulelor umane (bistrat
fosfolipidic) (Fig.1).
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Fig. 1 — Lipozom, model tridimensional (grafica
proprie)

Primele structuri lipozomale create au
intdmpinat multe probleme datorita faptului ca
erau recunoscute ca fiind non-self si eliminate
intr-un timp foarte scurt de sistemul imunitar
uman. Astfel, au fost descoperiti “Stealth
Liposomes” — lipozomi conjugati (Fig. 2) cu
Polietilenglicol (PEG Liposomes).

Fig. 2 Lipozom “Stealth” (lipozom conjugat cu
polietilenglicol — PEG) (grafica proprie)

Studiile au demonstrat faptul ca acestia au
un efect prelungit la nivelul organismului uman,
cu o capacitate crescutd de a se acumula la
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nivelul tumorilor (Klibanovl A.L., 1990), rapor-
tat la lipozomii simplii. La 5 ore de la admi-
nistrare lipozomii conjugati erau in proportie
mai mare de 49%, in timp ce lipozomii
neconjugati au fost eliminati complet din
circulatie (Klibanovl A.L., 1990).

Cu toate acestea, PEG Liposomes
conjugati cu chimioterapice duceau la aparitia
de reactii adverse sistemice, fapt ce a condus la
noi studii pentru a le creste selectivitatea in
diverse patologii. Astfel, pentru utilizarea n
cancerul de col uterin nanoparticula a fost
incarcata initial cu acid folic (Lu Y. S, Low, P.,
2002), intrucat celula tumorald exprima un
numdr mare de receptori pentru acidul folic la
suprafata ei. Pentru a creste si mai mult
selectivitatea nanoparticulei a fost adaugat in
structura lipozomala si transferina (Sriraman
S.K., 2016), proteina care prezintd pe suprafata
celulei maligne a cancerului de col uterin un
numar crescut de receptori.

Tn urma acestor descoperiri lipozomii au
fost considerati ca un mediu propice pentru
livrarea tintitd a medicamentelor (DD — drug
delivery) (Gupta S., 2017). Tn acest scop a fost
addugatd medicatia chimioterapicd anticance-
roasd 1In interiorul nanoparticulei. Pentru
cancerul de col uterin este utilizatd ca substanta
farmacologic activa Cisplatin; dar cu reactii
adverse notabile si eficientd moderata (Leath
C.A.; 2013). Formula prin care Cisplatin a fost
adaugat 1intr-o nanoparticuld este denumita
Lipoplatin (Fig. 3).

o 7/
Fig. 3 Lipozom combinat cu Cisplatin.

Chimioterapicul se afla in interiorul lipozomului
(sub forma de sfere) (grafica proprie)

Studiile  au  demonstrat utilitatea
Lipoplatinului in formele tumorale rezistente la
tratamentul conventional aflandu-se 1in acest
moment in faza a treia de cercetare clinica
(Stathopoulos G.P., 2011). In timp ce existd forme
tumorale rezistente complet la Cisplatin, studiile
au demonstrat ca Lipoplatinul are actiune asupra
acestor forme si s-a dovedit util s1 in formele
inca sensibile (Casagrande N., 2013).

Utilitatea nanoparticulelor (schelet metalic,
dendrimeri, lipozomi etc.) a fost augmentata in
momentul combindrii cu enzime sau substratul
unor enzime deja prezente in organism; au aparut
n acest mod nanoreactoarele enzimatice. Astfel,
utilizdnd mecanismele din descoperirile enuntate
anterior si enzimele sau substratul enzimatic
specific au fost obtinute noi tehnologii.

Descrierea procesului

Tn cancerul de col uterin, nanoreactoarele
enzimatice au fost studiate in vederea mai multor
moduri de utilizare. Tn urma experimentelor s-a
observat ca nanoreactoarele enzimatice pot fi
intrebuintate Tn transport (DD — drug delivery), Tn
diagnostic, observare radiologica si in tratament
(Chen H., 2018). Pentru a observa eficienta si
comportamentul in vivo al nanoparticulei au fost
utilizate linii celulare specifice cancerului de col
uterin (Arjomandnejad M., 2014), implantate
Soarecelui Nud. Astfel s-au utilizat cele mai
raspandite linii celulare descoperite anatomo-
patologic: HelLa, CaSki si SiHa; reprezentative
atat pentru adenocarcinom (HeLa), cat si pentru
carcinomul scuamos (Sak K., 2014). Prima este
modelul pentru tumora rezistentd la tratamentul
chimioterapic (Arjomandnejad M., 2014).

Pentru transportul substantelor farmaco-
active la nivelul tumorii exista studii despre un
nanoreactor enzimatic de tip micelar polimerizat,
obtinut din candesartan-g-poliazeridina-cis-ciclo-
hexan-1,2-dicarboxilic anhidrida; pe aceasta
nanoparticula fiind adaugat paclitaxel (chimio-
terapic anticanceros). Nanoreactorul enzimatic
prevede faptul ca patrunde la nivelul celulei
tumorale datoritd unei diferente de potential
electric, totodata contine substratul enzimatic al
amidazei situate la nivel celular. Astfel, enzima
hidrolizeaza legaturile de tip amidic urmand ca
substanta activd sa fie eliberatd intra-
citoplasmatic (Fig.4). Rezultatele sunt promita-
toare, atat in vitro, cat si in vivo (Guo Q.,2015).
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Fig. 4 Nanoreactor enzimatic de tip micelar
polimerizat combinat cu Paclitaxel. Sub actiunea
amidazei intracelulare este eliberat chimioterapicul
la nivel citoplasmatic (grafica proprie)

Un alt tip de nanoreactor enzimatic, utilizat
in vederea evaluarii diagnostice, este nanoreac-
torul pentru crearea caruia a fost folosit borodi-
pirometan (BODIPY) si substratul enzimatic (y
glutamil)  pentru  y-Glutamiltranspeptidaza
(GGT). BODIPY este o substantd fluorofora,
care are proprietatea de a se auto-asambla in
nanoparticula (Zhu Y., 2017). GGT este exprimat
in cantitate substantiald in tesutul tumoral
localizat la nivelul colului uterin, fapt ce permite
tintirea acestor celule prin intermediul reactiei
dintre Substrat (pe nanoreactorul enzimatic) si
Enzima (la nivelul celulei). De asemenea,
actiunea enzimei duce la eliberarea BODIPY
urmata de aparitia reactiei luminoase (Wang F.,
2015). Tn urma altor experimente s-a observat
faptul ca acest nanoreactor prezintd si un rol
terapeutic (Zhu Y., 2017).

Utilitatea nanoparticulelor Tn tratament a
fost obtinutd prin combinarea nanoparticulelor
cu enzime. Pe baza unui schelet organo-metalic
(MOF) si a tirozinazei a fost creat un
nanoreactor enzimatic ce poate fi folosit n
terapia tumorilor maligne ale colului uterin, in
special la cele rezistente chimioterapicelor
anticanceroase utilizate la acest moment. Alaturi
de acest complex se administreaza si
paracetamol (acetaminofen), prodrog, care are
rolul de substrat pentru protein-enzima fixata pe
nanoreactor. Scheletul organo-metalic apare in
urma testelor de laborator ca un bun mijloc de

protectie a tirozinazei impotriva actiunilor altor
enzime cu rol in degradarea proteinelor (Lian
X., 2018) (tripsina). Actiunea anticanceroasa are
la bazad transformarea acetaminofenului sub
actiunea tirozinazei in acetamido-o-
benzochinond (AOBQ) (Fig. 5), produs toxic
pentru celula canceroasd. AOBQ duce Ila
generarea de produsi oxidativi si depletia

antioxidantilor de la nivel celular [19].
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Fig. 5 Oxidarea Acetaminofen, rezultand o Specie
Reactiva de Oxigen — prezintd toxicitate pentru
celule (grafica proprie)

Astfel, introducerea de paracetamol si nano-
reactor enzimatic duc la metabolizarea acetamino-
fenului pe cale oxidativa la nivelul cancerului de
col uterin. Experimentele realizate pe linia celu-
lara HeLa au demonstrat o reducere semnificative
a masei tumorale sub actiunea acestui complex
protein-enzima — prodrog (Fig. 6).
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Fig. 6 Actiunea combinatiei dintre nanoreactor
enzimatic §i prodrog (A) asupra masei tumorale.
Comparatie cu administrarea doar a
nanoreactorului (B).

Proba de control — fara tratament administrat (C)
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Lian X., 2018
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De asemenea s-a observat ca nanoreactorul
permite o bund penetrantd in interiorul masei
tumorale (Lian X., 2018), nu doar in celulele
aflate la suprafata, in apropierea vascularizatiei.

Comparand cele trei exemple anterior
formulate, se poate observa faptul ca protein
enzimele utilizate au actiuni foarte diferite, dar
rezultatul este comun, limitarea dezvoltarii
tumorale. Un alt rezultat notabil este reprezentat
de penetranta buna a nanoreactoarelor la nivelul
tumorii, pentru ca au fost folosite atdt modele 2D
(unic strat celular neoplazic), cat si 3D - modele
sferoidale (Sriraman S.K., 2016, Chen H., 2018).
Astfel, particula patrunde la nivelul formatiunii
pand in mijlocul sferei dezvoltate in vivo,
subliniind Tn acest mod utilitatea nanoparticulei.

Discutii

Nanoreactoarele enzimatice au adus o data
cu descoperirea lor o noua utilitate nanopar-
ticulelor. Acest lucru se poate observa si in
cazul protocolului terapeutic al unei neoplazii
cu localizare la nivelul colului uterin.
Combinarea unui suport biologic inert cu o
enzimd a crescut nu numai capacitatea de a tinti
mai usor celula urmarita, ci a promovat $i noi
metode de tratament. Datoritd numarului
impresionant de enzime existente, din punctul
de vedere al substraturilor diferite disponibile,
studiile prezentate anterior deschid calea catre
noi descoperiri.

Nanoparticulele nu sunt legate doar de
tratamentul cancerului de col uterin, avand o
actiune intr-un spectru mult mai larg (Chen H.,
2018). Tn urma studiilor clinice se va observa
ntr-un mod obiectiv mult mai bine raportul risc —
beneficiu, urmand apoi introducerea sau nu pe
piata.

Concluzii

In concluzie, nanomedicina este 1n
continud evolutie, in fiecare specializare
medicald aparand periodic noi oportunitati de
explorat.  Aplicatiile = nanotehnologiei 1in
tratamentul cancerului de col uterin cu eficienta
demonstrata fac ca activitatea stiintifica in acest
domeniu sa continue, oportunitatile de explorare
fiind imprevizibile. Crearea unor platforme
specializate de cercetare in  domeniul
nanomedicinei (Chen S., 2018) este benefica si
pune bazele cercetarilor viitoare.
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