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Abrevieri
NPM — nanoparticule magnetice;
PEI — polietilenimina;
SBEBCD - sulfobutil eter-p-ciclodextrina;
APC- acid protocatehuic;

SBEBCD/APC — complex de incluziune al sulfobutil eter-p-ciclodextrinei cu acidul
protocatehuic;

MPEI - nanoparticule de magnetitd acoperite cu polietilenimina ramificata;

MPEI-APC — nanoparticule de magnetita acoperite cu polietilenimind ramificata si incarcate cu
acid protocatehuic;

MPEI-SBEBCD/APC - nanoparticule de magnetitd acoperite cu polietilenimina ramificata si
ncarcate cu complexul de incluziune al sulfobutil eter-B-ciclodextrinei cu acidul protocatehuic;

MDex — nanoparticule de magnetitd acoperite cu dextran biosintetizat;
MDex-APC — nanoparticule de magnetita acoperite cu dextran si incarcate cu acid protocatehuic;

MDex1%, MDex2% - nanoparticule de magnetita acoperite cu dextran biosintetizat care au fost
sintetizate cu ajutorul unei solutii cu o concentratie de 1%, respectiv 2% de dextran biosintetizat;

PP - propiconazol;

MDex2%-PP - nanoparticule de magnetita acoperite cu dextran biosintetizat care au fost
sintetizate cu ajutorul unei solutii cu o concentratie de 2% de dextran biosintetizat si care au fost
incarcate cu propiconazol;

CeNP — nanoparticule de oxid de ceriu:
CePEl - nanoparticule de oxid de ceriu acoperite cu polietilenimina ramificata;

CePEI-GA-PEI - nanoparticule de oxid de ceriu acoperite cu polietilenimind ramificata si
reticulatd cu aldehida glutarica;

MPEI-GA — nanoparticule de magnetita acoerite cu polietilenimina reticulata cu aldehida
glutarica, care contine grupe aldehidice active.

GA — aldehida glutarica;



MCePEI-GA-PEI — conjugate de nanoparticule de magnetita si oxid de ceriu interconectate de
polietilenimina reticulata cu aldehida glutarica.

PBS - solutie salind tamponata cu fosfat;
CeNP - nanoparticulele de oxid de ceriu;
SOD - superoxid dismutaza;

MIC — concentratie minima inhibitrie;

DLS - difuziei dinamice a luminii;

TEM - microscopia electronicad de transmisie;

DSC — calorimetrie cu scanare diferentiala;

FT-IR - spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier;
RMN - spectroscopia de rezonantd magnetica nucleara;
DRX — difractia cu raze X

XPS - spectroscopia fotoelectronica de raze X



Introducere

In ultimele doua decenii nanomedicina a cunoscut o dezvoltare spectaculoasa, fiind
unul dintre cele mai importante domenii de cercetare deoarece se adresecaza, in special,

rezolvarii unor disfunctionalitati aparute in organismelor vii.

Nanomedicina utilizeaza diferite tipuri de sisteme nonstructurate pentru diagnostic
sau/si livrare de cantitdti exacte de principii active in anumite parti ale corpului unde exista o
disfunctionalitate, fara a perturba celulele normale, ficandu-le o optiune viabila in a rezolva

existenta problemelor critice in organismele vii

Lucrarea este alcatuitd din doud parti: partea I, o parte teoretica, ce evalueaza stadiul
actual al cercetdrilor din domeniul nanoparticulelor magnetice si partea II, o parte

experimentald, ce prezintd unele rezultate originale.

Capitolul I, intitulat Aspecte generale ale sistemelor nanostructurate pentru aplicatii
biomedicale este impartit la randul sdau in trei subcapitole: Subcapitolul 1.1 detaliaza
proprietatile generale ale sistemelor nanostructurate; Subcapitolul 1.2 prezinta
nanoparticulele magnetice, explicand proprietatile si aplicatiile lor biomedicale; iar
Subcapitolul 1.3 examineaza diversele sisteme antioxidante, compuse din substante organice

naturale, si anorganice, de sinteza.

Capitolul 11, Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor magnetice cu proprietati
antioxidante este impartit in trei subcapitole: Subcapitolul II.1 are in vedere sinteza si
caracterizarea unor nanoparticule magnetice pe baza de magnetita si polietilenimind, incarcate cu
acid protocatehuic., un agent antioxidant. Subcapitolul II.2 trateazd de o maniera similara
nanoparticulele pe bazd de magnetitd si dextran, Incdrcate cu propiconazol, cu proprietati
antifungice. Al treilea subcapitol, II.3, prezintd nanoparticule magnetice conjugate cu

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

Capitolul 111 prezinta concluziile generale ale tezei iar Capitolul 1V, Materiale si metode
cuprinde materialele utilizate in sinteza §i caracterizarea nanoparticulelor, precum si

principalele metode de caracterizare ale acestora.



Diseminarea rezultatelor obtinute a fost realizatd in 3 publicatii in reviste cotate ISI si

prezentate la 9 manifestari nationale si internationale.
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Capitolul II. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor magnetice cu
proprietati antioxidante.

Acest capitol cuprinde rezultate obtinute in urma sintezei §i caracterizarii unor sisteme
nanostructurate pe baza de magnetita cu structra de tip miez-coaja §i incarcate cu agenti
antioxidanti. Datorita proprietatilor paramagnetice, aceste sisteme sunt interesante datorita
potentialelor aplicatii in tratamentul restenozei dupd interventia percutanatd coronariand,
fenomen ce are la baza stresul oxidativ local. Pentru realizarea acestui scop s-au avut in vedere

mai multe obiective principale:
1. Sinteza si caracterizarea NPM prin reactia de coprecipitare.

2. Prepararea si caracterizarea NPM acoperite cu polietilenimina ramificata (MPEI), cu

Structurd miez-coaja.

3 Obtinerea si caraczterizarea conjugatelor MPEI incarcate cu acid protocatehuic

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

4. Obtinerea si caraczterizarea nanoparticulelor MPEI incarcate cu complexul de
incluziune  f-ciclodextrina/acid  protocatehuic ~ (MPEI-SBESCD/APC), cu proprietati

antioxidante cu rol de a reduce radicalii liberi de oxigen.

5. Obtinerea §i caraczterizarea nanoparticulelor NPM acoperite cu dextran biosintetizat

(MDex).

6. Obtinerea §i caraczterizarea conjugatelor MDex incarcate cu acid protocatehuic

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

7. Obtinerea si caraczterizarea nanoparticulelor NPM acoperite cu PEI reticulat cu

anhidrida glutarica (MPEI-GA).

8. Obtinerea si caraczterizarea nanoparticulelor de oxid de ceriu acoperite cu PEI
reticulat cu anhidrida glutarica (CePEI-GA-PEI) cu proprietati antioxidante cu rol de a reduce

radicalii liberi de oxigen.

9. Obtinerea i caracterizarea conjugatelor pe baza de MPEI-GA si (CePEI-GA-PEI), cu

proprietati antioxidante cu rol de a reduce radicalii liberi de oxigen.
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Subcapitolul 11.1. Nanoparticule magnetice acoperite cu polietilenimina i
incarcate cu acid protocatehuic sau cu complexul de
incluziune B-ciclodextrina/acid protocatehuic

Cercetarea de fata a avut in vedere utilizarea NPM incarcate cu APC ca terapie adjuvanta
in cazul interventiilor percutanate coronariene din terapia aterosclerozei. Se considera ca stresul
oxidativ si disfunctiile endoteliale de la nivelul vasului de sange produc restenozarea dupa o
anumitad perioadd de la aplicarea stentului metalic, proces care poate fi intarziat sau chiar stopat
prin utilizarea locald a unor terapii cu antioxidanti capabili sa capteze si sa inactiveze radicalii
liberi. Pentru cresterea solubilitdtii si a biodisponibilitatiit APC, au fost sintetizate si MPEI
incdrcate cu un complex de incluziune (SBEBCD/APC), nanoparticula formata prin inglobarea
APC n cavitatea sulfobutil eter-p-ciclodextrinei (SBEBCD) ca in Figura 1.; nanoparticulele
magnetice rezultate au fost notate cu MPEI-SBEBCD/APC.
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03S(H,C)40 03S(H,C)40
+ _ Ecoou
05S(H,C)iO O(CH_)4S0; o 03S(H,C)i0 O(CH;)4S0;
OH
SBEBCD APC SBEBCD/APC
4 (Q/\ b

y S gy
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>

MPEI-SBEBCD/APC

Figura 1. Reprezentare schematica a sintezei SBEBCD/APC, MPEI, MPEI-APC si
MPEI-SBEBCD/APC.

12



Sinteza si caracterizarea complexului de incluziune sulfobutil eter-f-ciclodextrina/acid
protocatehuic (SBEBCD/APC)

S-a realizat un amestec de SBEBCD si APC in raport molar 1:1 intr-o cantitate adecvata
de apa deionizata, sub agitare magneticd. Dupa adaugarea APC-ului in balonul de reactie, in
exces fata de cantitatea impusa de solubilitatea acestuia in apa, s-a observat limpezirea treptata a
solutiei, ceea ce a confirmat indirect formarea complexului de incluziune. Amestecul a fost lasat
sub agitare timp de 3 zile, dupa care solutia transparenta rezultata a fost liofilizata, iar pudra alba

obtinuta a fost utilizata fara o separare ulterioarda a compusilor nereactionati.

Caracterizarea prin RMN a complexului de incluziune
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Figura 2. Spectrul ROESY 2D RMN al complexului de incluziune SBECD/APC.
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Spectrul ROESY 2D RMN al complexului de incluziune SBEBCD/APC (Figura 2) indica
existenta semnalelor incrucisate intermoleculare NOE intre semnalele protonilor fenolici ai APC

si protonii localizati induntrul cavitatii ciclodextrinei (H3, HS).

Sinteza si caracterizarea fizico-chimica si biologica ale NPM, MPEI, MPEI-APC si MPEI-
SBEBCD

Sinteza NPM a fost realizata prin reactia de co-precipitare, folosind un amestec de saruri
FeCl3x6H.,0 si FeCl,x4H,0 astfel incat si se obtind un raport molar Fe?*/Fe®**=0,5, prin care se

estimeaza ca se obtin particule de magnetita cu diametrul cuprins intre 10-20 nm.

S-au preparat doud solutii apoase prin dizolvarea unor siaruri de FeClzx6H,O si
FeCl,x4H,0 intr-o cantitate potrivita de apa, astfel incat concentratia masica a amestecului de
saruri in reactie sa nu depaseasca 8-10%. Amestecul de reactie a fost mentinut sub atmosfera de
azot cu agitare mecanicd viguroasa. Reactia a avut loc in intervalul de temperatura 70-80 °C, Tn
mediu bazic asigurat de o solutie apoasa amoniacala, timp de 25-30 de minute (ecuatia reactiei

1.1).
2FeCI3 + FeC|2 + 8NH3 + 4H,0O — Fe304 + 8NH4C| (11)

Pentru acoperirea nanoparticulelor, o solutie de PEI 10% s-a adaugat peste o cantitate
adecvata de NPM neacoperite. Suspensia astfel obtinuta a fost supusa ultrasonarii timp de 3
minute, apoi agitatd mecanic timp de 2 h. Aceastd operatiune a fost necesard pentru a favoriza
legarea electrostatica a PEI-ului 1incarcat pozitiv de suprafata 1incarcatd negativ a

nanoparticulelor.
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Figura 3. Tlustrarea proceselor chimice de la suprafata NPM 1in functie de pH (a) sia
interactiunilor dintre PEI si NPM (b).

Studiul de fata s-a axat pe functionalizarea NPM cu APC, un antioxidant fenolic natural
puternic intalnit in diverse specii de plante. Tn prima etapa, peste o dispersie apoasi MPEI s-a
adaugat o solutie apoasda de APC. Suspensia rezultatd a fost supusd ultrasondrii timp de 2-10
minute $i mentinutd sub agitare usoard minim 2 h pentru atingerea echilibrului termodinamic.
Astfel are loc interactiunea APC cu PEI (incarcat partial pozitiv In mediu neutru) care este

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

Caracterizarea prin DRX

Difractia de raze X a fost realizata pentru a confirma natura cristalind a nanoparticulelor
magnetice. Aceasta a indicat principalele plane de reflectie prin indicii Miller (220), (311),

(400), (511) si (440) care pot fi atribuite structurii de spinel cubic invers al magnetitei (Figura
4).
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Figura 4. Spectrele de difractie de raze X ale magnetitei.

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

Tehnica TEM a permis studierea morfologiei si masurarea diametrului mediu absolut ale
NPM neacoperite. NPM au un diametru mediu de 7,5 nm, prezentand o forma sferica uniforma.
Acoperirea NPM cu PEI si incarcarea cu APC sau cu complexul de incluziune SBEBCD/APC nu
a modificat forma sferica a conjugatelor finale, Insa a condus la o crestere subtild a diametrului

mediu de la 7,5 nm la 11 nm si respectiv 13 nm.
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Figura 5. Imagini TEM si distributia dimensionald corespunzatoare pentru: (a) NPM;
(b) MPEI-APC; (c) MPEI-SBEBCD/APC.

Analiza nanoparticulelor dispersate in apa prin tehnica difuziei dinamice a luminii

Masuratorile facute cu difuzia dinamica a luminii (DLS) au aratat ca NPM prezinta un
diametru hidrodinamic de 480 nm in apa. De asemenea, masuratorile de potential zeta indica o
valoare negativa de -24 mV la pH 11 si -1 mV la pH 7. Prin acoperirea nanoparticulelor
magnetice cu PEI are loc o crestere a diametrului hidrodinamic la 690 nm. Aceastda valoare
ridicata este data de solvatarea si expandarea catenelor de PEI in apa. Masurdtorile de potential
zeta ale conjugatelor MPEI indica o valoare mare pozitiva de +43 mV, confirmand adsorbtia PEI

pe suprafata NPM.
Studiul proprietatilor redox al nanoparticulelor prin investigatii electrochimice

Voltamogramele NPM neacoperite depuse pe un electrod de carbon serigrafiat indica
prezenta unui cuplu redox la 0.4-0.7 V datoritd proceselor de transformare Fe?*-Fe** (Figura 6).
Semnalele redox ale nanoparticulelor magnetice au fost diminuate in mod dramatic dupa
acoperirea cu PEI datoritd efectului de ecranare al straturilor de polimer asupra tranzitiei Fe®*-

Fe**. Incarcarea MPEI cu APC sau SBEbCD-APC conduce la aparitia semnalelor caracteristice
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ale APC, demonstrand atat capacitatea redox a APC cat si a SBEBCD/APC dupa includerea in

stratul PEI.
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Figura 6. Voltamogramele ciclice ale: @) NPM (curba 1) si MPEI( curba 2); b)
MPEI(curba 1), APC (curba 2), MPEI-APC (curba 3); ¢) MPEI-APC (curba 1), MPEI-
SBEbCD/APC (curba 2).

Evaluarea proprietatilor termice prin calorimetria cu scanare diferentiala

Dupa acoperirea nanoparticulelor magnetice cu PEI, Tg migreaza spre domenii de
temperaturd mai inalte (-31 °C) datoritd reducerii volumului liber al macromoleculelor de PEI
datorat cresterii semnificative a impachetarii PEI favorizata de interactiunile cu suprafata NPM

prezente in MPEI.

Rezultatele obtinute prin analiza curbelor DSC sunt in bund concordanta cu cele obtinute
la analiza imaginilor TEM, care a aritat ca diametrul MPEI- SBEBCD/APC este superior
nanoparticulelor MPEI-APC datorita diferentelor intre volumele moleculare ale APC si
SBEBCD/APC. Acest aspect se reflecta in curba de incalzire a probei MPEI-SBEBCD/APC,
unde valoarea Tg este de -30°C, aproape de -34°C.
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Figura 7. a) Curbele DSC ale PEI, APC si SBEbCD in stare liberd; b) curbele DSC ale
MPEI, MPEI-APC, MPEI-SBEbCD si a conjugatelor MPEI-SBEbCD/APC

Studiul proprietitilor magnetice ale MNP si MPEI

Magnetizatia de saturatie a nanoparticulelor neacoperite este de 70.63 emu/g, si respectiv
68.37 emu/g pentru MPEI. De asemenea, scaderea magnetizatiei de saturatie prin invelirea NPM

Cu un strat polimeric este in concordantd cu datele de literatura.
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Figura 8. Curbele de magnetizare ale NPM si MPEI
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Studiul capacitatii de captare a radicalilor liberi in vitro

Pentru evaluarea activitatii antioxidante a nanosistemelor sintetizate, s-a utilizat un
radical metastabil 2,2-difenil-1-picrililhidrazil (DPPHe).

Ambele tipuri de nanoparticule incarcate cu APC (MPEI-APC si MPEI- SBEBCD-APC)

prezinta proprietai antioxidante in diverse proportii (Figura 9). Capacitatea antioxidanta a

MPEI-APC este mai mare decat cea a MPEI-SBEBCD/APC datorita concentratiei mai mari de
APC inglobata in structurile MPEI-APC.
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Figura 9. Activitatea antioxidanta a APC in diferite formulari prin metoda DPPH

Teste de citotoxicitate.

Citotoxicitatea conjugatelor a fost testata utilizdnd metoda MTS, bazata pe cuantificarea

spectrofotometrica a cantitafii de formazan produsa de celulele viabile ramase dupa contactul cu

nanoparticulele magnetice. Nu s-au observat diferente semnificative in viabilitatea celulara dupa
48 h de incubare in prezenta conjugatelor MPEI, MPEI-APC si MPEI-SBEBCD/APC in

comparatie cu proba control.
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Studii de eliberare a APC si SBEBCD/APC.

-a efectuat prin metoda dializei.
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Profilul de eliberare al antioxidantilor din MPEI s
crestere continud a ratei de eliberare a APC din ambele formulari (MPEI-APC si MPEI-

Profilele de eliberare ale MPEI incarcate cu APC liber sau cu complex de incluziune indica o
SBEBCD/APC) pe parcursul a trei zile.
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Figura 11. Curbele de eliberare controlata pentru (a)MPEI-APC si

(b) MPEI-SBEbCD-APC.
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Subcapitolul 11.2. Nanoparticule magnetice acoperite cu dextran

biosintetizat si incarcate cu acid protocatehuic

Studiul descris in acest capitol isi propune sa atinga doud obiective principale:

1. Obtinerea si caracterizarea fizico-chimica si biologica a nanoparticulelor magnetice
acoperite cu dextran biosintetizat (MDex), urmata de incarcarea acestora cu acid protocatehuic,
rezultdnd nanosisteme de tip miez-coaja (MDex-APC) cu proprietati antioxidante, similare
sistemelor MPEI-APC (Subcapitolul 11.1.).

2. Obtinerea §i caracterizarea fizico-chimica §i biologica a nanoparticulelor magnetice
acoperite cu dextran biosintetizat prin doua procedee §i incarcarea acestora cu un agent
antifungic suplimentar (propiconazolul (PP)), rezultéand sistemele notate cu MDex-PP, avand ca

rezultat potentarea efectului antifungic al Dex.

Sinteza si caracterizarea fixico-chimica si biologica ale nanoparticulor magnetice acoperite
cu dextran si incarcate cu acid protocatehuic cu proprietati antioxidante

Prepararea nanoparticulelor magnetice acoperite cu dextran biosintetizat (MDex) s-a
efectuat prin dispersarea NPM-lor in solutia apoasa continand 1% Dex sub agitare mecanica
viguroasa (700 rpm) si fara influenta unui cAmp magnetic exterior. Solugia coloidald rezultata a
fost mentinuta sub agitare mecanicd viguroasa la 80 — 90 °C, timp de 30 de minute.
Nanoparticulele magnetice MDex pot fi separate sub actiunea unui magnet pozitionat exterior

vasului de reactie.

MDex-APC s-au obtinut prin acelasi procedeu ca cel pentru MPEI-APC, avand ca

particularitate ca solutia coloidald MDex a fost dispersata 1n solutia apoasd de APC.
Caracterizarea prin EDX

Spectrele EDX ale MDex si MDex-APC evidentiaza prezenta fierului, carbonului si
oxigenului in structura materialului, in rapoarte diferite in functie de structura materialului supus

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

Masurarea proprietitilor magnetice

Masuratorile magnetice efectuate pe probele MDex aratd cd acestea prezintd o
magnetizatie de saturatie de 35 emu/g, iar cdmpul coercitiv $1 magnetizatia remanentd sunt de 9,5
Oe si, respectiv, 1,05 emu/g (Figura 13). Valorile scazute ale campului coercitiv si a
magnetizatiei remanente pot clasa aceste nanoparticule in clasa materialelor superparamagnetice,

confirmand dimensiunile de sub 20 nm ale nanoparticulelor obtinute prin TEM.
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Figura 13. Curba de magnetizatie a nanoparticulelor Mdex
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Caracterizarea activititii antioxidante prin metoda DPPH

Pentru a utiliza nanoparticulele magnetice MDex-APC ca suspensii injectabile in vivo este
necesard realizarea unor teste biologice suplimentare. Tn cazul nostru, valoarea ICsq, net
superioara pentru MDex-APC (720 pg/ml) in comparatie cu APC (2.4 pg/ml) nu se datoreaza
scaderii activitatii APC inglobat 1n stratul de Dex, ci mai curdnd aportului gravimetric adus de

miezul magnetic.

Caracterizarea prin studii de evaluare a biocompatibilitatii

.....

testul MTS. Nanoparticulele s-au dovedit biocompatibile la toate concentratiile, reducand
viabilitatea celulara cu mai putin de 10% (Figura 14). Odata cu cresterea concentratiilor nu se
observd o scddere semnificativa a viabilitatii celulare, ceea ce aratd cd nanoparticulele sunt

biocompatibile si pot fi utilizate in aplicatiile biomedicale.
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Figura 14. Reprezentarea grafica a viabilitatii celulare NHDF tratate cu MDex si MDex-
APC.

Caracterizarea prin studii de eliberare controlat: in vitro

Testele de eliberare a APC incarcat in invelisul polimeric al nanoparticulelor MDex au

fost realizate iIn PBS la pH 7.4 si 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 in
solutia de supernatant pana la atingerea unui echilibru adsorbtie-desorbtie, conducand la o
scadere drastica a vitezei de eliberare. Eliberarea incepe sa aiba loc in continuare atunci cand un
volum din supernatant este inlocuit cu unul proaspat, avand loc pna se instaleaza din echilibrul

adsorbtie-desorbtie.
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Figura 15. Curba de eliberare a APC din nanoparticulele MDex din PBS la (pH 7.4) la
37°C.

Nanoparticule magnetice pe baza de magnetita acoperite cu dextran si incircate cu
propiconazol, cu proprietiti antifungice

Se urmareste potentarea efectului antifungic al Dex din sistemele MDex prin inglobarea

n stratul polimeric Dex a propiconazolului ca agent antifungic recunoscut.

Pentru studiul proprietatilor antifungice au fost sintetizate doud tipuri de nanoparticule
magnetice acoperite cu dextran sintetizate prin metoda discutata anterior, folosind drept

precursori doud solutii de Dex avand concentratii diferite, de 1% si2%.

Testarea susceptibilitatii antifungice utlizand tulpina de C. albicans a indicat faptul ca
MDex2% poate distruge pana la 77% din biofilmul format de levurd la o concentratie minima
inhibitorie de 10 mg/ml (Figura 16), concentratiile sub acest prag neprezentand activitate
antifungica. Pe de alta parte compusul denumit MDex 1% nu a prezentat nicio activitate relevanta

Tmpotriva tulpinii de C. albicans.
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In scopul evidentierii unui efect antifungic aditiv, care si potenteze activitatea
nanoparticulelor MDex2%, acestea au fost incarcate cu propiconazol (PP), un agent antifungic,
cunoscut pentru activitatea sa impotriva tulpinilor de C. albicans.

Testarea susceptibilitatii antifungice utilizand tulpini de C. albicans a indicat faptul ca

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

Incdrcarea cu PP a nanoparticulelor MDex2% a condus la imbunititirea activitatii

antifungice, atat in faza de biofilm, cat si planctonica.
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Subcapitolul 11.3. Nanoparticule magnetice conjugate cu nanoparticule de
oxid de ceriu cu proprietiti decaptare a radicalilor liberi

Scopul studiului din acest capitol este conceperea unui sistem nanostructurat, capabil sa
livreze specii chimice antioxidante intr-o maniera controlata farmacologic si ghidata spatial.
Obiectivul global a fost acela de a sintetiza si caracteriza pentru prima datd nanoparticule
magnetice decu structura de tip miez-manta, sub forma NPM acoperite cu PEI si conjugate cu
CeNP, rezultand sisteme cu proprietati antioxidante §i magnetice. Implicarea NPM in
proiectarea acestor sisteme nanostructurate are menirea sa ofere un plus de functionalitate,
facandu-le capabile sa fie ghidate in cidmp magnetic si sa fie vizualizate prin metode de
imagistica, de tipul rezonantei magnetice nucleare medicale, determindnd o abordare
teranostica. Pentru realizarea acestui deziderat este necesard atingerea catorva obective

principale, dupa cum urmeaza:
1. Obtinerea CeNP acoperite cu PEI reticulata cu aldehida glutarica (CePEI-GA-PEI).
2. Obtinerea NPM acoperite cu polietilenimina PEI reticulata cu aldehida glutarica (MPEI-GA).

3. Conjugarea sistemelor CePEI-GA-PEI si MPEI-GA, rezultdnd sistemul nanostructurat
MCePEI-GA-PEI.

4. Evidentierea proprietatilor magnetice si antioxidante ale sistemelor sintetizate.

In prima etapa, s-au obtinut CeNP acoperite cu PEI (CePEI) prin precipitarea sarii
hidratate Ce(NO3)3x6H,0 Tn mediu bazic, asigurat de NH4OH, si in prezenta de PEI, avand un
dublu rol, acela de surfactant cat si de agent de functionalizare. In cea de-a doua etapa, s-a avut

n vedere stabilizarea nanoparticulelor prin reticularea PEI cu aldehida glutarica.
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Figura 18. Reprezentarea schematizata a etapelor de sinteza ale CePEI-GA-PELI.

. In continuare, nanoparticulele MPEI au fost reticulate cu aldehida glutarici in exces
pentru ca la suprafata nanoparticulelor sd existe numai grupdri aldehidice. Obtinerea
nanosistemelor MCePEI-GA-PEI s-a realizat prin amestecarea celor doud solutii coloidale de
MPEI-GA, respectiv CePEI-GA-PEI sub agitare mecanica timp de 10 min. Solutia rezultatd a
fost supusa ultrasunetelor timp de 5 min pentru a se asigura procesul de interconectare intre cele
doud tipuri de nanoparticule, prin condensarea grupelor functionale aldehidice de la suprafata

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

Analiza EDX a fost utilizatd pentru a identifica compozitia elementala a nanoparticulelor
conjugate. Tn spectrul EDX se pot observa semnalele ce corespund fierului, ceriului, azotului,

oxigenului si carbonului, elemente ce compun sistemul MCePEI-GA-PEI (Figura 19)
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Figura 19. . Spectrul EDX al nanoparticulelor MCePEI-GA-PEI.

Caracterizarea prin studii TEM

Dupa cum era de asteptat, nanoparticulele MCePEI-GA (Figura 20), fiind obtinute
prin cuplarea nanoparticulelor magnetice (MPEI-GA) si a celor pe baza de oxid de ceriu (CePEI-

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

Evidentierea proprietitilor magnetice a nanoparticulelor

Valorile magnetizatiei de saturatie pentru nanoparticule descresc de la 70.63 emu/g

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

GA-PEI. Scaderea magnetizatiei corespunzatoare nanoparticulelor MCePEI-GA-PEI se

datoreaza prezentei stratului diamagnetic de PEI sau PEI reticulat cu aldehida glutaricd provenit

atat de la nanoparticulelor magnetice cit si din cele pe baza de oxid de ceriu, iar scaderea este cu

atat mai mare cu cat stratul diamagnetic este mai gros.
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Figura 21. Curbele de magnetizatie ale nanoparticulelor NPM (a); MPEI (b); amestec
fizic NPM, CeNP si PEI (c); MCePEI-GA-PEI (d).

Evidentierea activitatii antioxidante prin metoda DPPH

Figura 22 prezinta activitatea antioxidanta prin metoda DPPH a nanoparticulelor CePEl,
CePEI-GA-PEI, MCePEI-GA-PEI, a NPM si a amestecului fizic MPEI si CePEI-GA-PEI in
raport masic = 1:1(g/g). In mod surprinzitor, inhibitia procentuali este mai mare in cazul
MCePEI-GA-PEI decat in cazul nanoparticulele de CePEI-GA-PEI, in ciuda faptului ca
MCePEI-GA-PEI are un confinut mai scazut in ceriu. Rezultatul poate fi corelat cu prezenta
structurii polimerice de acoperire, in special cu prezenta gruparilor iminice nesaturate (-C=N-)
rezultate in urma reactiei dintre gruparile aminice ale PEI cu grupdrile aldehidice din aldehida

glutarica.
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Flgura 21. Activitatea antioxidanta masurata prin metoda DPPH a nanoparticulelor CePEI,
CePEI-GA-PEI, MCePEI-GA-PEI, MNP si a amestecului fizic MPEI/CePEI-GA-PEI =
1:1(g/g) (a) si variatia activitatii antioxidante a nanoparticulelor MCePEI-GA-PEI in timp

(b).

Studierea biocompatibilititii prin metoda MTS

Pentru nanoparticulele MNP si MPEI se poate observa ca dupa 48 h de incubare,

viabilitatea celulard nu se schimba semnificativ, avand valori in jur de 100% (Figura 23).

Nanoparticulele CePEI prezintd o buna viabilitate celulara, de peste 90%, pentru o concentratie

de 100 pg/ml. Este remarcabil faptul ca nanoconjugatul MCePEI-GA-PEI (Figura 23) prezinta o
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viabilitate celulard foarte bund in comparatie cu proba de control, chiar si la concentratii mari,
probabil datorita faptului ca citotoxicitatea a fost studiata in ceea ce priveste cantitatea totala de
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Figura 23. Test de citotoxicitate in vitro folosind metoda MTS pentru nanoparticule
MNP, MPEI, CePEI, CePEI-GA-PEI si MCePEI-GA-PEI fata de celulele NHDF.

Studierea activititii antioxidante in vivo

Pentru studiul proprietatilor antioxidante in vivo s-au folosit 3 loturi cu cite 5 soareci/lot.
S-a injectat 1 ml solutie de nanoparticule intraperitoneal, astfel Lotul 1 a fost injectat numai cu
solutie salina, Lotul 2 a fost injectat cu solutii cu CePEI-GA-PEI, iar Lotul 3 a fost injectat cu
solutii cu MCePEI-GA-PEI. Se remarca faptul ca probele provenite de la soarecii care au fost
injectati numai cu apa salind, activitatea antioxidantd respectd seria plasma> ficat> creier >>

splina (fiind aproape de zero).
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Capitolul I11. Concluzii generale

Aceasta teza si-a propus dezvoltarea unor contributii originale in domeniul sintezei unor
sisteme nanostructurate pe baza de magnetita cu proprietéti antioxidante si evaludrea acestora ca
sisteme adjuvante n tratamentul restenozei in cadrul bolii coronariene. Cercetarile au condus la

schematizarea unor concluzii generale:

1. Ateroscleroza este o boald in care are loc oxidarea lipidelor de cétre speciile reactive de
oxigen, fapt ce conduce la acumularea lor in intima arterelor si la formarea placilor de aterom. Pe
langa modalitatile clasice de tratament, s-a impus in ultimii ani ca directie posibila de cercetare
utilizarea nanotehnologiilor pentru diagnostic si/sau livrare de principii active cdtre anumite
organe. Intre aceste nanotehnologii se remarcd nanoparticulele magnetice, care se pot sintetiza

prin metode top-down sau bottom-up.

2. In cadrul tezei de doctorat s-au sintetizat trei tipuri de particule magnetice functionalizate:
nanoparticule magnetice acoperite cu PEI si incarcate cu APC, nanoparticule magnetice
acoperite cu dextran si Incdrcate, de asemenea, cu APC si nanoparticule magnetice conjugate cu

nanoparticule de oxid de ceriu.

3. Nanoparticulele magnetice functionalizate pe baza de PEI si APC s-au preparat in trei
etape. Intr-o prima etapa au fost sintetizate prin coprecipitare nanoparticulele de magnetita.
Ulterior, acestea au fost acoperite cu PEI, reactia bazdndu-se pe legaturile electrostatice formate
intre stratul polimeric si suprafata nanoparticulelor. In a treia etapa a avut loc reactia de

functionalizare cu APC, reactie de asemenea bazata pe interactiuni electrostatice.

4, Tehnica DRX a confirmat faptul ca materialele magnetice sunt reprezentate de cristale de
magnetita iar tehnica TEM a evidentiat un diametru mediu de 13 nm, dimensiune la care are loc
aparitia comportamentului superparamagnetic, evidentiat prin curbele de magnetizare

5. Nanoparticulele magnetice functionalizate prezintd bune proprietati antioxidante,

biocompatibilitate precum si capacitatea de a eliberara compusul terapeutic intr-0 maniera

adecvatd. Acestea le recomanda pentru utilizarea ca tratamente adjuvante in prevenirea

restenozei dupa interventia percutanata coronariana.
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6. Nanoparticulele pe baza de magnetitd si dextran biosintetizat s-au preparat in trei etape,
asemanator protocolului utilizat in cazul nanoparticulelor pe baza de PEI si APC. Tehnicile FT-
IR, DLS si EDX au confirmat acoperirea si functionalizarea cu succes a miezului magnetic

7. Nanoparticulele acoperite MDex1% si MDex2% au fost testate in ceea ce priveste
activitatea antifungica impotriva tulpinilor de C. albicans. S-a observat ca MDex 2% distruge
pana la 77% din biofilm la o concentratie minima inhibitorie de 10 mg/ml, in timp ce MDex 1%

nu prezinta activitate relevanta.

8. Sinteza nanoparticulelor hibride pe baza de magnetitd si oxid de ceriu a fost realizatd in
doua etape. In prima faza, s-au sintetizat nanoparticule de oxid de ceriu, care au fost acoperite cu
PEI reticulat cu GA. Tn cea de-a doua etapi s-a realizat cuplarea nanoparticulelor magnetice prin
reactia grupdrilor aldehidice de la suprafata acestora cu cele aminice de pe suprafata

nanoparticulelor de oxid de ceriu.

9. Sistemul MCePEI-GA-PEI are o dimensiune medie de 8 nm, adecvata pentru aplicatii
biomedicale in vivo si comportament superparamagnetic. De asemenea, acest sistem se remarca

printr-o buna activitate antioxidanta.

10. Nanoparticulele hibride au fost testate din punct de vedere al activitdtii antioxidante in
Vivo, unde s-au remarcat cresteri mari ale acestora in splind si creier, sistemul MCePEI-GA-PEI
conducand la aparitia unor procese degenerative toxice severe in ficat si congestie in spina si
sistemul nervos
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