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Abrevieri 

NPM – nanoparticule magnetice; 

PEI – polietilenimină; 

SBEβCD - sulfobutil eter-β-ciclodextrină; 

APC– acid protocatehuic; 

SBEβCD/APC – complex de incluziune al sulfobutil eter-β-ciclodextrinei cu acidul 

protocatehuic; 

MPEI - nanoparticule de magnetită acoperite cu polietilenimină ramificată; 

MPEI-APC – nanoparticule de magnetită acoperite cu polietilenimină ramificată și incărcate cu 

acid protocatehuic; 

MPEI-SBEβCD/APC - nanoparticule de magnetită acoperite cu polietilenimină ramificată și 

încarcate cu complexul de incluziune al sulfobutil eter-β-ciclodextrinei cu acidul protocatehuic; 

MDex – nanoparticule de magnetită acoperite cu dextran biosintetizat; 

MDex-APC – nanoparticule de magnetită acoperite cu dextran si încarcate cu acid protocatehuic; 

MDex1%, MDex2% - nanoparticule de magnetită acoperite cu dextran biosintetizat care au fost 

sintetizate cu ajutorul unei soluții cu o concentrație de 1%, respectiv 2% de dextran biosintetizat; 

PP - propiconazol; 

MDex2%-PP - nanoparticule de magnetită acoperite cu dextran biosintetizat care au fost 

sintetizate cu ajutorul unei soluții cu o concentrație de 2% de dextran biosintetizat și care au fost 

încărcate cu propiconazol; 

CeNP – nanoparticule de oxid de ceriu: 

CePEI - nanoparticule de oxid de ceriu acoperite cu polietilenimină ramificată; 

CePEI-GA-PEI - nanoparticule de oxid de ceriu acoperite cu polietilenimină ramificată și 

reticulată cu aldehidă glutarică; 

MPEI-GA – nanoparticule de magnetită acoerite cu polietilenimină reticulată cu aldehidă 

glutarică, care conține grupe aldehidice active. 

GA – aldehidă glutarică; 
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MCePEI-GA-PEI – conjugate de nanoparticule de magnetită si oxid de ceriu interconectate de 

polietilenimină reticulată cu aldehidă glutarică. 

 

PBS - soluție salină tamponată cu fosfat; 

CeNP - nanoparticulele de oxid de ceriu; 

SOD - superoxid dismutaza; 

MIC – concentrație minimă inhibitrie; 

 

DLS - difuziei dinamice a luminii; 

TEM - microscopia electronică de transmisie; 

DSC – calorimetrie cu scanare diferentială; 

FT-IR - spectroscopia în infraroşu cu transformată Fourier; 

RMN - spectroscopia de rezonanţă magnetică nucleară; 

DRX – difracția cu raze X; 

XPS - spectroscopia fotoelectronică de raze X; 
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Introducere 

În ultimele două decenii nanomedicina a cunoscut o dezvoltare spectaculoasă, fiind 

unul dintre cele mai importante domenii de cercetare deoarece se adresează, în special, 

rezolvării unor disfuncționalități apărute în organismelor vii.  

Nanomedicina utilizează diferite tipuri de sisteme nonstructurate pentru diagnostic 

sau/și livrare de cantități exacte de principii active în anumite părți ale corpului unde există o 

disfuncționalitate, fără a perturba celulele normale, făcându-le o opțiune viabilă în a rezolva 

existența problemelor critice în organismele vii 

Lucrarea este alcătuită din două părţi: partea I, o parte teoretică, ce evaluează stadiul 

actual al cercetărilor din domeniul nanoparticulelor magnetice şi partea II, o parte 

experimentală, ce prezintă unele rezultate originale. 

Capitolul I, intitulat Aspecte generale ale sistemelor nanostructurate pentru aplicaţii 

biomedicale este împărţit la rândul său în trei subcapitole: Subcapitolul I.1 detaliază 

proprietăţile generale ale sistemelor nanostructurate; Subcapitolul I.2 prezintă 

nanoparticulele magnetice, explicând proprietăţile şi aplicaţiile lor biomedicale; iar 

Subcapitolul I.3 examinează diversele sisteme antioxidante, compuse din substanțe organice 

naturale, si anorganice, de sinteza. 

Capitolul II, Sinteza şi caracterizarea nanoparticulelor magnetice cu proprietăţi 

antioxidante este împărțit în trei subcapitole: Subcapitolul II.1 are în vedere sinteza și 

caracterizarea unor nanoparticule magnetice pe bază de magnetită și polietilenimină, încărcate cu 

acid protocatehuic., un agent antioxidant. Subcapitolul II.2 tratează de o manieră similară 

nanoparticulele pe bază de magnetită și dextran, încărcate cu propiconazol, cu proprietăți 

antifungice.  Al treilea subcapitol, II.3, prezintă nanoparticule magnetice conjugate cu 

nanoparticule pe bază de oxid de ceriu, cu rol de captare a radicalilor liberi. 

Capitolul III prezintă concluziile generale ale tezei iar Capitolul IV, Materiale și metode 

cuprinde materialele utilizate în sinteza şi caracterizarea nanoparticulelor, precum şi 

principalele metode de caracterizare ale acestora. 
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Capitolul II. Sinteza şi caracterizarea nanoparticulelor magnetice cu 

proprietăţi antioxidante. 

 

Acest capitol cuprinde rezultate obţinute în urma sintezei şi caracterizării unor sisteme 

nanostructurate pe bază de magnetită cu structră de tip miez-coajă şi încărcate cu agenţi 

antioxidanţi. Datorită proprietăților paramagnetice, aceste sisteme sunt interesante datorită 

potențialelor aplicaţii în tratamentul restenozei după intervenţia percutanată coronariană, 

fenomen ce are la bază stresul oxidativ local. Pentru realizarea acestui scop s-au avut în vedere 

mai multe obiective principale: 

1. Sinteza şi caracterizarea NPM prin reacţia de coprecipitare. 

2. Prepararea si caracterizarea NPM acoperite cu polietilenimină ramificată (MPEI), cu 

structură miez-coajă. 

3 Obținerea şi caraczterizarea conjugatelor MPEI încărcate cu acid protocatehuic 

(MPEI-APC), cu proprietăți antioxidante  cu rol de a reduce radicalii liberi de oxigen. 

4. Obținerea şi caraczterizarea nanoparticulelor MPEI încărcate cu complexul de 

incluziune β-ciclodextrină/acid protocatehuic (MPEI-SBEβCD/APC), cu proprietăți 

antioxidante cu rol de a reduce radicalii liberi de oxigen. 

5. Obținerea şi caraczterizarea nanoparticulelor NPM acoperite cu dextran biosintetizat 

(MDex). 

6. Obținerea şi caraczterizarea conjugatelor MDex încărcate cu acid protocatehuic 

(MDex-APC), cu proprietăți antioxidante cu rol de a reduce radicalii liberi de oxigen.  

7. Obținerea şi caraczterizarea nanoparticulelor NPM acoperite cu PEI reticulat cu 

anhidridă glutarică (MPEI-GA).  

8. Obținerea şi caraczterizarea nanoparticulelor de oxid de ceriu acoperite cu PEI 

reticulat cu anhidridă glutarică (CePEI-GA-PEI) cu proprietăți antioxidante cu rol de a reduce 

radicalii liberi de oxigen. 

9. Obţinerea şi caracterizarea conjugatelor pe bază de MPEI-GA şi (CePEI-GA-PEI), cu 

proprietăți antioxidante cu rol de a reduce radicalii liberi de oxigen. 
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Subcapitolul II.1. Nanoparticule magnetice acoperite cu polietilenimină şi  

                         încărcate cu acid protocatehuic sau cu complexul de  

             incluziune β-ciclodextrină/acid protocatehuic 

 

Cercetarea de faţă a avut în vedere utilizarea NPM încărcate cu APC ca terapie adjuvantă 

în cazul intervenţiilor percutanate coronariene din terapia aterosclerozei. Se consideră că stresul 

oxidativ şi disfuncţiile endoteliale de la nivelul vasului de sânge produc restenozarea după o 

anumită perioadă de la aplicarea stentului metalic, proces care poate fi întârziat sau chiar stopat 

prin utilizarea locală a unor terapii cu antioxidanţi capabili sa capteze și să inactiveze radicalii 

liberi. Pentru creșterea solubilității și a biodisponibilității APC, au fost sintetizate şi MPEI 

încărcate cu un complex de incluziune (SBEβCD/APC), nanoparticula formată prin înglobarea 

APC în cavitatea sulfobutil eter-β-ciclodextrinei (SBEβCD) ca în Figura 1.; nanoparticulele 

magnetice rezultate au fost notate cu MPEI-SBEβCD/APC.  

 

Figura 1. Reprezentare schematică a sintezei SBEβCD/APC, MPEI, MPEI-APC şi 

MPEI-SBEβCD/APC. 
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Sinteza şi caracterizarea complexului de incluziune sulfobutil eter-β-ciclodextrină/acid 

protocatehuic (SBEβCD/APC) 

 

S-a realizat un amestec de SBEβCD şi APC în raport molar 1:1 într-o cantitate adecvată 

de apă deionizată, sub agitare magnetică. După adăugarea APC-ului în balonul de reacţie, în 

exces fața de cantitatea impusă de solubilitatea acestuia în apă, s-a observat limpezirea treptată a 

soluţiei, ceea ce a confirmat indirect formarea complexului de incluziune. Amestecul a fost lăsat 

sub agitare timp de 3 zile, dupa care soluţia transparentă rezultată a fost liofilizată, iar pudra albă 

obţinută a fost utilizată fără o separare ulterioară a compuşilor nereacţionaţi. 

 Caracterizarea prin RMN a complexului de incluziune 

 

 

 

Figura 2.  Spectrul ROESY 2D RMN al complexului de incluziune SBEβCD/APC. 
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Spectrul ROESY 2D RMN al complexului de incluziune SBEβCD/APC (Figura 2) indică 

existenţa semnalelor încrucişate intermoleculare NOE între semnalele protonilor fenolici ai APC 

şi protonii localizaţi înăuntrul cavităţii ciclodextrinei (H3, H5). 

Sinteza şi caracterizarea fizico-chimică şi biologică ale NPM, MPEI, MPEI-APC şi MPEI- 

SBEβCD 

 

Sinteza NPM a fost realizată prin reacția de co-precipitare, folosind un amestec de săruri 

FeCl3×6H2O şi FeCl2×4H2O astfel încât să se obţină un raport molar Fe
2+

/Fe
3+

=0,5, prin care se 

estimează că se obţin particule de magnetită cu diametrul cuprins între 10-20 nm. 

S-au preparat două soluţii apoase prin dizolvarea unor săruri de FeCl3×6H2O şi 

FeCl2×4H2O într-o cantitate potrivită de apă, astfel încât concentrația masică a amestecului de 

săruri în reactie să nu depășească 8-10%. Amestecul de reacție a fost menţinut sub atmosferă de 

azot cu agitare mecanică viguroasă. Reacția a avut loc în intervalul de temperatură 70-80 
o
C, în 

mediu bazic asigurat de o soluţie apoasă amoniacală, timp de 25-30 de minute (ecuația reacției 

1.1).  

2FeCl3 + FeCl2 + 8NH3 + 4H2O → Fe3O4 + 8NH4Cl                                                              (1.1) 

Pentru acoperirea nanoparticulelor, o soluţie de PEI 10% s-a adăugat peste o cantitate 

adecvată de NPM neacoperite. Suspensia astfel obţinută a fost supusă ultrasonării timp de 3 

minute, apoi agitată mecanic timp de 2 h. Această operaţiune a fost necesară pentru a favoriza 

legarea electrostatică a PEI-ului încărcat pozitiv de suprafaţa încărcată negativ a 

nanoparticulelor. 
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Figura 3. Ilustrarea proceselor chimice de la suprafața NPM în funcție de pH (a) și a 

interacțiunilor dintre PEI și NPM (b). 

 

Studiul de faţă s-a axat pe funcţionalizarea NPM cu APC, un antioxidant fenolic natural 

puternic întâlnit în diverse specii de plante. În prima etapă, peste o dispersie apoasă MPEI s-a 

adăugat o soluție apoasă de APC. Suspensia rezultată a fost supusă ultrasonării timp de 2-10 

minute şi menţinută sub agitare uşoară minim 2 h pentru atingerea echilibrului termodinamic. 

Astfel are loc interacțiunea APC cu PEI (încărcat parțial pozitiv în mediu neutru) care este 

majoritar de natura electrostatica, datorită disocierii acido-bazice a APC. 

Caracterizarea prin DRX 

Difracţia de raze X a fost realizată pentru a confirma natura cristalină a nanoparticulelor 

magnetice. Aceasta a indicat principalele plane de reflecţie prin indicii Miller (220), (311), 

(400), (511) şi (440) care pot fi atribuite structurii de spinel cubic invers al magnetitei (Figura 

4). 
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                            Figura 4. Spectrele de difracţie de raze X ale magnetitei. 

 

Caracterizarea prin studii de microscopie electronică de transmisie (TEM). 

Tehnica TEM a permis studierea morfologiei şi măsurarea diametrului mediu absolut ale 

NPM neacoperite. NPM au un diametru mediu de 7,5 nm, prezentând o forma sferică uniformă. 

Acoperirea NPM cu PEI și încărcarea cu APC sau cu complexul de incluziune SBEβCD/APC nu 

a modificat forma sferică a conjugatelor finale, însă a condus la o creştere subtilă a diametrului 

mediu de la 7,5 nm la 11 nm şi respectiv 13 nm. 
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Figura 5.  Imagini TEM și distribuția dimensională corespunzătoare pentru: (a) NPM; 

(b) MPEI-APC; (c) MPEI-SBEβCD/APC.  

 

Analiza nanoparticulelor dispersate in apă prin tehnica difuziei dinamice a luminii 

Măsuratorile făcute cu difuzia dinamică a luminii (DLS) au arătat că NPM prezintă un 

diametru hidrodinamic de 480 nm în apa. De asemenea, măsurătorile de potenţial zeta indică o 

valoare negativă de -24 mV la pH 11 şi -1 mV la pH 7. Prin acoperirea nanoparticulelor 

magnetice cu PEI are loc o creştere a diametrului hidrodinamic la 690 nm. Această valoare 

ridicată este dată de solvatarea și expandarea catenelor de PEI în apă. Măsurătorile de potenţial 

zeta ale conjugatelor MPEI indică o valoare mare pozitivă de +43 mV, confirmând adsorbţia PEI 

pe suprafaţa NPM. 

Studiul proprietăţilor redox al nanoparticulelor prin investigaţii electrochimice 

Voltamogramele NPM neacoperite depuse pe un electrod de carbon serigrafiat indică 

prezenţa unui cuplu redox la 0.4-0.7 V datorită proceselor de transformare Fe
2+

-Fe
3+

 (Figura 6). 

Semnalele redox ale nanoparticulelor magnetice au fost diminuate în mod dramatic după 

acoperirea cu PEI datorită efectului de ecranare al straturilor de polimer asupra tranziţiei Fe
2+

-

Fe
3+

. Încărcarea MPEI cu APC sau SBEbCD-APC conduce la apariţia semnalelor caracteristice 
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ale APC, demonstrând atât capacitatea redox a APC cât şi a SBEβCD/APC după includerea în 

stratul PEI. 

 

Figura 6. Voltamogramele ciclice ale: a) NPM (curba 1) şi MPEI( curba 2); b) 

MPEI(curba 1), APC (curba 2), MPEI-APC (curba 3); c) MPEI-APC (curba 1), MPEI-

SBEbCD/APC (curba 2). 

 

 

Evaluarea proprietăţilor termice prin calorimetria cu scanare diferentială 

După acoperirea nanoparticulelor magnetice cu PEI, Tg migrează spre domenii de 

temperatură mai înalte (-31 °C) datorită reducerii volumului liber al macromoleculelor de PEI 

datorat creşterii semnificative a împachetării PEI favorizată de interacțiunile cu suprafața NPM 

prezente în MPEI. 

Rezultatele obținute prin analiza curbelor DSC sunt în bună concordanță cu cele obținute 

la analiza imaginilor TEM, care a arătat că diametrul MPEI- SBEβCD/APC este superior 

nanoparticulelor MPEI-APC datorită diferențelor între volumele moleculare ale APC şi 

SBEβCD/APC. Acest aspect se reflectă în curba de încălzire a probei MPEI-SBEβCD/APC, 

unde valoarea Tg este de -30°C, aproape de -34°C.  
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Figura 7. a) Curbele DSC ale PEI, APC şi SBEbCD în stare liberă; b) curbele DSC ale 

MPEI, MPEI-APC, MPEI-SBEbCD şi a conjugatelor MPEI-SBEbCD/APC 

 

 

Studiul proprietăţilor magnetice ale MNP si MPEI 

Magnetizaţia de saturaţie a nanoparticulelor neacoperite este de 70.63 emu/g, şi respectiv 

68.37 emu/g pentru MPEI. De asemenea, scăderea magnetizației de saturație prin învelirea NPM 

cu un strat polimeric este în concordanţă cu datele de literatură. 

 

                                   Figura 8. Curbele de magnetizare ale NPM şi MPEI 
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Studiul capacităţii de captare a radicalilor liberi in vitro 

 

Pentru evaluarea activităţii antioxidante a nanosistemelor sintetizate, s-a utilizat un 

radical metastabil 2,2-difenil-1-picrililhidrazil (DPPH•). 

Ambele tipuri de nanoparticule încărcate cu APC (MPEI-APC şi MPEI- SBEβCD-APC) 

prezintă proprietăţi antioxidante în diverse proporţii (Figura 9). Capacitatea antioxidantă a 

MPEI-APC este mai mare decât cea a MPEI-SBEβCD/APC datorită concentraţiei mai mari de 

APC înglobată în structurile MPEI-APC. 

 

Figura 9. Activitatea antioxidantă a APC în diferite formulări prin metoda DPPH 

 

Teste de citotoxicitate. 

Citotoxicitatea conjugatelor a fost testată utilizând metoda MTS, bazată pe cuantificarea 

spectrofotometrică a cantităţii de formazan produsă de celulele viabile rămase după contactul cu 

nanoparticulele magnetice. Nu s-au observat diferenţe semnificative în viabilitatea celulară după 

48 h de incubare în prezenţa conjugatelor MPEI, MPEI-APC şi MPEI-SBEβCD/APC în 

comparaţie cu proba control. 
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                             Figura 10. Teste de citotoxicitate prin metoda MTS 

 

Studii de eliberare a APC si SBEβCD/APC.  

Profilul de eliberare al antioxidanților din MPEI s-a efectuat prin metoda dializei. 

Profilele de eliberare ale MPEI încărcate cu APC liber sau cu complex de incluziune indică o 

creştere continuă a ratei de eliberare a APC din ambele formulări (MPEI-APC şi MPEI-

SBEβCD/APC) pe parcursul a trei zile. 

 

Figura 11. Curbele de eliberare controlată pentru (a)MPEI-APC şi 

 (b) MPEI-SBEbCD-APC. 
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Subcapitolul II.2. Nanoparticule magnetice acoperite cu dextran     

                             biosintetizat şi încărcate cu acid protocatehuic    

 

Studiul descris în acest capitol îşi propune să atingă două obiective principale: 

1. Obţinerea şi caracterizarea fizico-chimică şi biologică a nanoparticulelor magnetice 

acoperite cu dextran biosintetizat (MDex), urmată de încărcarea acestora cu acid protocatehuic, 

rezultând nanosisteme de tip miez-coajă (MDex-APC) cu proprietăţi antioxidante, similare 

sistemelor MPEI-APC (Subcapitolul II.1.). 

2. Obţinerea şi caracterizarea fizico-chimică şi biologică a nanoparticulelor magnetice 

acoperite cu dextran biosintetizat prin două procedee şi încărcarea acestora cu un agent 

antifungic suplimentar (propiconazolul (PP)), rezultând sistemele notate cu MDex-PP, având ca 

rezultat potenţarea efectului antifungic al Dex.  

Sinteza şi caracterizarea fixico-chimică şi biologică ale nanoparticulor magnetice acoperite 

cu dextran şi încărcate cu acid protocatehuic cu proprietăţi antioxidante 

 

Prepararea nanoparticulelor magnetice acoperite cu dextran biosintetizat (MDex) s-a 

efectuat prin dispersarea NPM-lor în soluția apoasă conţinând 1% Dex sub agitare mecanică 

viguroasă (700 rpm) şi fără influenţa unui câmp magnetic exterior. Soluţia coloidală rezultată a 

fost menţinută sub agitare mecanică viguroasă la 80 – 90 °C, timp de 30 de minute. 

Nanoparticulele magnetice MDex pot fi separate sub acţiunea unui magnet poziţionat exterior 

vasului de reacţie. 

MDex-APC s-au obţinut prin acelaşi procedeu ca cel pentru MPEI-APC, având ca 

particularitate că soluţia coloidală MDex a fost dispersată în soluţia apoasă de APC. 

Caracterizarea prin EDX 

Spectrele EDX ale MDex şi MDex-APC evidenţiază prezenţa fierului, carbonului şi 

oxigenului în structura materialului, în rapoarte diferite în funcţie de structura materialului supus 

analizei 
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 Figura 12. Spectrele EDX ale nanoparticulelor MDex (a) şi MDex-APC (b). 

 

 Măsurarea proprietăților magnetice 

 

Masurătorile magnetice efectuate pe probele MDex arată că acestea prezintă o 

magnetizație de saturație de 35 emu/g, iar câmpul coercitiv şi magnetizația remanentă sunt de 9,5 

Oe şi, respectiv, 1,05 emu/g (Figura 13). Valorile scăzute ale câmpului coercitiv și a 

magnețizației remanente pot clasa aceste nanoparticule în clasa materialelor superparamagnetice, 

confirmând dimensiunile de sub 20 nm ale nanoparticulelor obţinute prin TEM. 

 

                      Figura 13. Curba de magnetizatie a nanoparticulelor Mdex 
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Caracterizarea activității antioxidante prin metoda DPPH 

Pentru a utiliza nanoparticulele magnetice MDex-APC ca suspensii injectabile in vivo este 

necesară realizarea unor teste biologice suplimentare. În cazul nostru, valoarea IC50, net 

superioară pentru MDex-APC (720 μg/ml) în comparație cu APC (2.4 μg/ml) nu se datorează 

scăderii activității APC înglobat în stratul de Dex, ci mai curând aportului gravimetric adus de 

miezul magnetic. 

Caracterizarea prin studii de evaluare a biocompatibilității 

Pentru evaluarea biocompatibilităţii nanoparticulelor magnetice funcţionalizate s-a utilizat 

testul MTS. Nanoparticulele s-au dovedit biocompatibile la toate concentraţiile, reducând 

viabilitatea celulară cu mai puţin de 10% (Figura 14). Odată cu creşterea concentraţiilor nu se 

observă o scădere semnificativă a viabilităţii celulare, ceea ce arată că nanoparticulele sunt 

biocompatibile şi pot fi utilizate în aplicaţiile biomedicale.  

 

Figura 14. Reprezentarea grafică a viabilităţii celulare NHDF tratate cu MDex şi MDex-

APC.  

 

Caracterizarea prin studii de eliberare controlată in vitro 

Testele de eliberare a APC încărcat în invelişul polimeric al nanoparticulelor MDex au 

fost realizate în PBS la pH 7.4 şi la temperatura de 37 °C. Din studiul profilului curbei de 
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eliberare a APC din nanoparticulele magnetice MDex-APC se observa APC este eliberat în 

soluția de supernatant pâna la atingerea unui echilibru adsorbţie-desorbţie, conducând la o 

scădere drastică a vitezei de eliberare.  Eliberarea începe să aibă loc în continuare atunci când un 

volum din supernatant este înlocuit cu unul proaspăt, având loc pnă se instalează din echilibrul 

adsorbţie-desorbţie. 

 

Figura 15. Curba de eliberare a APC din nanoparticulele MDex din PBS la (pH 7.4) la 

37°C. 

 

Nanoparticule magnetice pe bază de magnetită acoperite cu dextran şi încărcate cu 

propiconazol, cu proprietăţi antifungice 

 

Se urmăreşte potenţarea efectului antifungic al Dex din sistemele MDex prin înglobarea 

în stratul polimeric Dex a propiconazolului ca agent antifungic recunoscut. 

Pentru studiul proprietăților antifungice au fost sintetizate două tipuri de nanoparticule 

magnetice acoperite cu dextran sintetizate prin metoda discutată anterior, folosind drept 

precursori două soluții de Dex având concentrații diferite, de 1% şi 2%. 

Testarea susceptibilităţii antifungice utlizând tulpina de C. albicans a indicat faptul că 

MDex2% poate distruge până la 77% din biofilmul format de levură la o concentraţie minimă 

inhibitorie de 10 mg/ml (Figura 16), concentraţiile sub acest prag neprezentând activitate 

antifungică. Pe de altă parte compusul denumit MDex1% nu a prezentat nicio activitate relevantă 

împotriva tulpinii de C. albicans. 
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Figura 16.  Reprezentarea grafică a susceptibilității antifungice împotriva C. albicans 

pentru MDex1% si MDex2% exprimată ca variația viabilității celulare în funcție de 

concentrațiile nanoparticulelor. 

 

 

În scopul evidențierii unui efect antifungic aditiv, care să potențeze activitatea 

nanoparticulelor MDex2%, acestea au fost încărcate cu propiconazol (PP), un agent antifungic, 

cunoscut pentru activitatea sa împotriva tulpinilor de C. albicans. 

Testarea susceptibilităţii antifungice utilizând tulpini de C. albicans a indicat faptul că 

MDex2%-PP poate distruge până la 100% biofilmul format la o concentraţie de 1,25 mg/ml. 

Încărcarea cu PP a nanoparticulelor MDex2% a condus la îmbunătăţirea activităţii 

antifungice, atât în fază de biofilm, cât şi planctonică. 
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Figura 17. Reprezentarea grafică a susceptibilității antifungice C. albicans pentru 

MDex2%-PP in faza planctonica (T0) si biofilm (T24). 
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Subcapitolul II.3. Nanoparticule magnetice conjugate cu nanoparticule de  

                             oxid de ceriu cu proprietăţi decaptare a radicalilor liberi 

 

 

Scopul studiului din acest capitol este conceperea unui sistem nanostructurat, capabil să 

livreze specii chimice antioxidante într-o manieră controlată farmacologic și ghidată spațial. 

Obiectivul global a fost acela de a sintetiza şi caracteriza pentru prima dată nanoparticule 

magnetice decu structură de tip miez-manta, sub forma NPM acoperite cu PEI şi conjugate cu 

CeNP, rezultând sisteme cu proprietăți antioxidante şi magnetice. Implicarea NPM in 

proiectarea acestor sisteme nanostructurate are menirea să ofere un plus de funcționalitate, 

facându-le capabile să fie ghidate în câmp magnetic şi să fie vizualizate prin metode de 

imagistica, de tipul rezonantei magnetice nucleare medicale, determinând o abordare 

teranostică. Pentru realizarea acestui deziderat este necesară atingerea câtorva obective 

principale, după cum urmează: 

1. Obținerea CeNP acoperite cu PEI reticulată cu aldehidă glutarică (CePEI-GA-PEI). 

2. Obținerea NPM acoperite cu polietilenimină PEI reticulată cu aldehidă glutarică (MPEI-GA). 

3. Conjugarea sistemelor CePEI-GA-PEI şi MPEI-GA, rezultând sistemul nanostructurat 

MCePEI-GA-PEI. 

4. Evidențierea proprietăților magnetice şi antioxidante ale sistemelor sintetizate. 

În prima etapă, s-au obţinut CeNP acoperite cu PEI (CePEI) prin precipitarea sării 

hidratate Ce(NO3)3×6H2O în mediu bazic, asigurat de NH4OH, şi în prezență de PEI, având un 

dublu rol, acela de surfactant cât şi de agent de funcționalizare. În cea de-a doua etapă, s-a avut 

în vedere stabilizarea nanoparticulelor prin reticularea PEI cu aldehidă glutarică. 
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Figura 18. Reprezentarea schematizată a etapelor de sinteză ale CePEI-GA-PEI. 

. În continuare, nanoparticulele MPEI au fost reticulate cu aldehidă glutarică în exces 

pentru ca la suprafaţa nanoparticulelor să existe numai grupări aldehidice. Obţinerea 

nanosistemelor MCePEI-GA-PEI s-a realizat prin amestecarea celor două soluţii coloidale de 

MPEI-GA, respectiv CePEI-GA-PEI sub agitare mecanică timp de 10 min. Soluţia rezultată a 

fost supusă ultrasunetelor timp de 5 min pentru a se asigura procesul de interconectare între cele 

două tipuri de nanoparticule, prin condensarea grupelor funcționale aldehidice de la suprafaţa 

MPEI-GA cu grupele aminice de la suprafaţa CePEI-GA-PEI. 
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Caracterizarea prin studii EDX 

Analiza EDX a fost utilizată pentru a identifica compoziţia elementală a nanoparticulelor 

conjugate. În spectrul EDX se pot observa semnalele ce corespund fierului, ceriului, azotului, 

oxigenului şi carbonului, elemente ce compun sistemul MCePEI-GA-PEI (Figura 19) 

 

Figura 19. . Spectrul EDX al nanoparticulelor MCePEI-GA-PEI. 

 

Caracterizarea prin studii TEM 

 După cum era de aşteptat, nanoparticulele MCePEI-GA (Figura 20), fiind obţinute 

prin cuplarea nanoparticulelor magnetice (MPEI-GA) şi a celor pe bază de oxid de ceriu (CePEI-

GA-PEI), prezintă o creştere uşoară a diametrului mediu (8 nm). 
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Figura 20. Imaginile TEM ale nanoparticulelor MPEI (a); CePEI (b); MCePEI-GA-PEI 

 

Evidențierea proprietăților magnetice a nanoparticulelor 

 Valorile magnetizaţiei de saturaţie pentru nanoparticule descresc de la 70.63 emu/g 

pentru NPM la 68,34 emu/g pentru MPEI nereticulat şi 7.55 emu/g pentru conjugatul MCePEI-

GA-PEI. Scăderea magnetizaţiei corespunzătoare nanoparticulelor MCePEI-GA-PEI se 

datorează prezenţei stratului diamagnetic de PEI sau PEI reticulat cu aldehidă glutarică provenit 

atât de la nanoparticulelor magnetice cît şi din cele pe bază de oxid de ceriu, iar scăderea este cu 

atât mai mare cu cât stratul diamagnetic este mai gros. 
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Figura 21. Curbele de magnetizaţie ale nanoparticulelor NPM (a); MPEI (b); amestec 

fizic NPM, CeNP şi PEI (c); MCePEI-GA-PEI (d). 

 

Evidențierea activității antioxidante prin metoda DPPH 

Figura 22 prezintă activitatea antioxidantă prin metoda DPPH a nanoparticulelor  CePEI, 

CePEI-GA-PEI, MCePEI-GA-PEI, a NPM și a amestecului fizic MPEI şi CePEI-GA-PEI în 

raport masic = 1:1(g/g). În mod surprinzător, inhibiţia procentuală este mai mare în cazul 

MCePEI-GA-PEI decât în cazul nanoparticulele de CePEI-GA-PEI, în ciuda faptului că 

MCePEI-GA-PEI are un conţinut mai scăzut în ceriu. Rezultatul poate fi corelat cu prezenţa 

structurii polimerice de acoperire, în special cu prezenţa grupărilor iminice nesaturate (-C=N-) 

rezultate în urma reacţiei dintre grupările aminice ale PEI cu grupările aldehidice din aldehida 

glutarică. 
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Figura 21. Activitatea antioxidantă măsurată prin metoda DPPH a nanoparticulelor CePEI, 

CePEI-GA-PEI, MCePEI-GA-PEI, MNP și a amestecului fizic MPEI/CePEI-GA-PEI = 

1:1(g/g) (a) şi variația activității antioxidante a nanoparticulelor MCePEI-GA-PEI în timp 

(b). 

 

Studierea biocompatibilității prin metoda MTS 

Pentru nanoparticulele MNP şi MPEI se poate observa că după 48 h de incubare, 

viabilitatea celulară nu se schimbă semnificativ, având valori în jur de 100% (Figura 23). 

Nanoparticulele CePEI prezintă o bună viabilitate celulară, de peste 90%, pentru o concentraţie 

de 100 µg/ml. Este remarcabil faptul că nanoconjugatul MCePEI-GA-PEI (Figura 23) prezintă o 
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viabilitate celulară foarte bună în comparație cu proba de control, chiar și la concentrații mari, 

probabil datorită faptului că citotoxicitatea a fost studiată în ceea ce privește cantitatea totală de 

nanoconjugat, când fracția Ce
3+

 este minimă în compoziție 

 

 

Figura 23. Test de citotoxicitate in vitro folosind metoda MTS pentru nanoparticule 

MNP, MPEI, CePEI, CePEI-GA-PEI și MCePEI-GA-PEI faţă de celulele NHDF. 

 

Studierea activității antioxidante in vivo 

 

Pentru studiul proprietăților antioxidante in vivo s-au folosit 3 loturi cu cîte 5 șoareci/lot. 

S-a injectat 1 ml soluție de nanoparticule intraperitoneal, astfel Lotul 1 a fost injectat numai cu 

solutie salină, Lotul 2 a fost injectat cu soluţii cu CePEI-GA-PEI, iar Lotul 3 a fost injectat cu 

solutii cu MCePEI-GA-PEI. Se remarcă faptul că probele provenite de la soarecii care au fost 

injectaţi numai cu apă salină, activitatea antioxidantă respectă seria plasmă> ficat> creier >> 

splina (fiind aproape de zero). 
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Capitolul III. Concluzii generale 

 

Această teză și-a propus dezvoltarea unor contribuții originale în domeniul sintezei unor 

sisteme nanostructurate pe bază de magnetită cu proprietăți antioxidante și evaluărea acestora ca 

sisteme adjuvante în tratamentul restenozei în cadrul bolii coronariene. Cercetările au condus la 

schematizarea unor concluzii generale: 

1. Ateroscleroza este o boală în care are loc oxidarea lipidelor de către speciile reactive de 

oxigen, fapt ce conduce la acumularea lor în intima arterelor și la formarea plăcilor de aterom. Pe 

lângă modalitățile clasice de tratament, s-a impus în ultimii ani ca direcție posibilă de cercetare 

utilizarea nanotehnologiilor pentru diagnostic și/sau livrare de principii active către anumite 

organe. Între aceste nanotehnologii se remarcă  nanoparticulele magnetice, care se pot  sintetiza 

prin metode top-down sau bottom-up. 

2. În cadrul tezei de doctorat s-au sintetizat trei tipuri de particule magnetice funcționalizate: 

nanoparticule magnetice acoperite cu PEI și încărcate cu APC, nanoparticule magnetice 

acoperite cu dextran și încărcate, de asemenea, cu APC și nanoparticule magnetice conjugate cu 

nanoparticule de oxid de ceriu. 

3. Nanoparticulele magnetice funcționalizate pe bază de PEI și APC s-au preparat în trei 

etape. Într-o primă etapă au fost sintetizate prin coprecipitare nanoparticulele de magnetită. 

Ulterior, acestea au fost acoperite cu PEI, reacția bazându-se pe legăturile electrostatice formate 

între stratul polimeric și suprafața nanoparticulelor. În a treia etapă a avut loc reacția de 

funcționalizare cu APC, reacție de asemenea bazată pe interacțiuni electrostatice. 

4. Tehnica DRX a confirmat faptul că materialele magnetice sunt reprezentate de cristale de 

magnetită iar tehnica TEM a evidențiat un diametru mediu de 13 nm, dimensiune la care are loc 

apariția comportamentului superparamagnetic, evidențiat prin curbele de magnetizare 

5. Nanoparticulele magnetice funcționalizate prezintă bune proprietăți antioxidante, 

biocompatibilitate precum și capacitatea de  a eliberara compusul terapeutic într-o manieră 

adecvată. Acestea le recomandă pentru utilizarea ca tratamente adjuvante în prevenirea 

restenozei după intervenția percutanată coronariană. 
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6. Nanoparticulele pe bază de magnetită și dextran biosintetizat s-au preparat în trei etape, 

asemănător protocolului utilizat în cazul nanoparticulelor pe bază de PEI și APC. Tehnicile FT-

IR, DLS și EDX au confirmat acoperirea și funcționalizarea cu succes a miezului magnetic 

7. Nanoparticulele acoperite MDex1% și MDex2% au fost testate în ceea ce privește 

activitatea antifungică împotriva tulpinilor de C. albicans. S-a observat că MDex 2% distruge 

până la 77% din biofilm la o concentrație minimă inhibitorie de 10 mg/ml, în timp ce MDex 1% 

nu prezintă activitate relevantă. 

8. Sinteza nanoparticulelor hibride pe bază de magnetită și oxid de ceriu a fost realizată în 

două etape. În prima fază, s-au sintetizat nanoparticule de oxid de ceriu, care au fost acoperite cu 

PEI reticulat cu GA. În cea de-a doua etapă s-a realizat cuplarea nanoparticulelor magnetice prin 

reacția grupărilor aldehidice de la suprafața acestora cu cele aminice de pe suprafața 

nanoparticulelor de oxid de ceriu. 

9. Sistemul MCePEI-GA-PEI are o dimensiune medie de 8 nm, adecvată pentru aplicații 

biomedicale in vivo și comportament superparamagnetic. De asemenea, acest sistem  se remarcă 

printr-o bună activitate antioxidantă. 

10. Nanoparticulele hibride  au fost testate din punct de vedere al activității antioxidante in 

vivo, unde s-au remarcat creșteri mari ale acestora în splină și creier, sistemul MCePEI-GA-PEI 

conducând la apariția unor procese degenerative toxice severe în ficat și congestie în spină și 

sistemul nervos 

Rezultatele obținute în timpul elaborării acestei teze s-au concretizat în următoarele 

publicații și comunicări științifice: 
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