UNIVERSITATEA TEHNICA

“GHEORGHE ASACHI” DIN IASI

Scoala Doctorala a Facultatii de Inginerie Chimica
si Protectia Mediului

MICRO SI NANOPARTICULE
MAGNETICE FUNCTIONALIZATE CU
APLICATII IN DETOXIFIEREA SANGELUI

- Rezumatul tezei de doctorat -

Conducator de doctorat:
Prof. univ. dr. ing. Marcel lonel Popa

Doctorand:
Bioing. Vera Balan

IASI 2011



UNIVERSITATEA TEHNICA “GH. ASACHI” IASI
RECTORATUL

V4 facem cunoscut cd in ziua de 10.11. 2011, la ora 13, in sala de Consiliu a

Facultatii de Inginerie Chimica si Protectia Mediului, va avea loc susfinerea publicd a tezei de

doctorat intitulata:

“MICRO $I NANOPARTICULE MAGNETICE FUNCTIONALIZATE
CU APLICATII IN DETOXIFIEREA SANGELU!

elaboratd de doamna bioing. Vera Balan in vederea conferirii titlului stiinfific de doctor in

chimie.
Comisia de doctorat este alcatuita din:

Prof.univ.dr.ing. Teodor MALUTAN
Universitatea Tehnica “Gh. Asachi” din lasi
Prof.univ.dr.ing. lonel Marcel POPA
Universitatea Tehnica “Gh. Asachi” din lasi
Prof.univ.dr.ing. Marcel POPA

Universitatea Tehnica “Gh. Asachi” din lasi

CS l.dr.chim. Aurica CHIRIAC

Institul de Chimie Macromoleculard “Petru Poni”
Conf.univ.dr.ing. Liliana VERESTIUC

Universitatea de Medicina si Farmacie "Gr.T.Popa” din lagi

presedinte

conducator stiinfific

membru

membru

membru

Va trimitem rezumatul tezei de doctorat cu rugdmintea de a ne comunica, In scris,

aprecierile dumneavoastrd. Cu aceastd ocazie va invitdm s& participafi la susfinerea publicad a

tezei de doctorat.



Recunostinga si alese mulqumiri conducatorului de doctorat prof.dr.ing. Marcel
lonel Popa, pentru sprijinul si indrumarile stiingifice acordate pe parcursul elaborarii si
redactarii tezei de doctorat.

Un gand deosebit si sincere mulsumiri doamnei conf.dr.ing Liliana Verestiuc pentru
continua sa indrumare si incurajare, pentru sprijinul si sus¢inerea acordata pe parcursul
formarii mele profesionale.

Mulfumiri domnului dr. Eugen Barbu si domnului dr. John Tzibouklis, pentru
sprijinul si sfaturile acordate pe parcursul stagiului de cercetare efectuat in cadrul
Universitarii din Portsmouth Anglia.

Recunostingg si mulgumiri doamnei CS.l.dr.chim. Aurica Chiriac si colectivului
dumneaei cu care am colaborat pe parcursul acestei teze si doamnei conf.dr. Gabriela
Lisa si doamnei dr.ing. Doina Hrirscu, pentru sprijinul acordat in diverse ocazii.

Mulgumiri prietenilor mei: Luciana, Gianina, Simona, Ana-Maria, Edi si Ovidiu cu
care am Tmpartagsit multe momente speciale de-a lungul acestor ani.

As vrea sa mulrumesc familiei mele, care mi-a fost aproape si m-a sustinut in tot
acest timp.

Dedic aceasta teza sogului meu, cel care mi-a fost alaturi in orice moment, care a
crezut in mine chiar si n cele mai grele momente si fetizei mele.

Cu respect tuturor,

Balan Vera



Micro si nanoparticule magnetice functionalizate cu aplicatii in detoxifierea sangelui

CUPRINS
INTRODUCERE

CAPITOLUL I
Tehnici si metode de detoxifiere sangvina
I.1. Tehnici si metode actuale. Descriere, avantaje si limite
1.1.1. Dializa
1.1.2. Plasmafereza
1.1.3. Hemoperfuzia
I.1.4. Imunoabsortia extracorporeala
I.1.5. Injectarea directa de anticorpi sau de chelatori
I.2. Tehnica de separare magnetica in gradient Thalt de camp (HGMS)
1.2.1. Principiile tehnicii HGMS
1.2.2. Caracteristicile separatorului magnetic HGMS utilizat in detoxifierea sangvina

CAPITOLUL Il
Particule magnetice functionalizate cu aplicatii in detoxifierea sangelui
I1.1. Caracteristicile particulelor magnetice functionalizate cu aplicatii in detoxifierea
sangelui
I1.2. Metode de sinteza a materialelor magnetice
11.3. Metode de modificare a suprafetei particulelor magnetice
11.3.1. Modificarea suprafetei particulelor magnetice cu polimeri naturali
I1.3.1.1.Modificarea suprafetei particulelor magnetice cu dextran
11.3.1.2.Modificarea suprafetei particulelor magnetice cu chitosan
11.3.2. Modificarea suprafetei particulelor magnetice cu polimeri sintetici
I1.4. Metode de functionalizare a particulelor magnetice
I1.4.1. Functionalizarea particulelor magnetice cu liganzi biologic activi

CAPITOLUL Il
Strategia experimentala
[11.1.Conceptul experimental
I11.2.Materiale si reactivi utilizati in prepararea particulelor magnetice functionalizate
I11.3.Metode de preparare a particulelor
111.3.1.Metoda generala de obtinere a materialului magnetic (magnetita)
I11.3.2.Prepararea particulelor magnetice pe baza de chitosan si magnetita
I11.3.3.Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe baza de chitosan si magnetita
111.3.4.Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-PEG si magnetita
I11.3.5.Prepararea a particulelor magnetice functionalizate cu streptavidina (SA)
I11.3.6.Testarea in vitro a eficientei de captare a unei toxine model pe particulele
magnetice functionalizate
I11.4.Metode de caracterizare a particulelor magnetice functionalizate
I11.4.1.Metode de caracterizare structurala
I11.4.1.1.Spectroscopia n infrarosu cu transformata Fourier (FTIR)
[11.4.1.2.Difractia cu raze X (XRD)
111.4.1.3.Spectroscopia de protoni de rezonanta magnetica nucleara (*H-RMN)
I11.4.2. Metode de caracterizare morfologica
111.4.2.1. Microscopie electronica de baleiaj (SEM)

4

00 00 OO OO U1 W INDN B

[
[

17

23
27
27
27
28
37
38
41

53
53
53
54
55
56
56



Micro si nanoparticule magnetice functionalizate cu aplicatii in detoxifierea sangelui

111.4.2.2.Microscopia electronica de transmisie (TEM) 57
111.4.3.Determinarea dimensiunii particulelor 58
I11.4.4.Determinarea potentialului Zeta 58
I11.4.5.Metode de analiza termica. Analiza termogravimetrica 60
I11.4.6.Determinarea proprietatilor magnetice 61
I11.4.7.Spectroscopia UV- VIS 62
I11.4.8.Determinarea gradului de biotinilare 63

I11.5. Evaluarea caracteristicilor biologice ale particulelor biotinilate 65
[11.5.1. Evaluarea in vitro a hemocompatibilitatii particulelor biotinilate 65
[11.5.2. Evaluarea biocompatibilitatii particulelor biotinilate 65

I11.5.2.1. Izolarea si cultivarea celulelor 65

[11.5.2.2. Evaluarea viabilitatii celulare prin microscopie confocala-metoda directa 66

111.5.2.3. Evaluarea viabilitatii celulare prin tehnica MTS 67

CAPITOLUL IV

Particule magnetice biotinilate pe baza de chitosan si magnetita 68
IV.1.Prepararea materialului magnetic (magnetita) 69
IV.2.Caracterizarea materialului magnetic 72
IV.2.1.Difractia cu raze X (XRD) 72
IV.2.2.Microscopie electronica de transmisie (TEM) 73
IV.2.3.Determinarea dimensiunilor medii si a potentialului Zeta pentru suspensiile 74
magnetice
IV.2.4.Analiza elementala 74
IV.2.5.Spectroscopie FT-IR 74
IV.2.6.Determinarea proprietatilor magnetice 76
IV.3. Prepararea particulelor magnetice pe baza de chitosan si magnetita 77
IV.4.Caracterizarea particulelor magnetice pe baza de chitosan si magnetita 78
IV.4.1.Spectroscopie FT-IR 78
IV.4.2.Tehnici de microscopie electronica (TEM, SEM) 81
IV.4.3.Analiza elementala 83
IV.4.4.Difractia cu raze X (XRD) 84
IV.4.5.Analiza termogravimetrica 85
IV.5. Influenta parametrilor de reactie asupra caracteristicilor particulelor magnetice pe 87
baza de chitosan si magnetita
IV.5.1.Influenta masei molare a polimerului asupra dimensiunii particulelor 88
IV.5.2.Influenta concentratiei de surfactant asupra caracteristicilor particulelor 88
IV.5.3.Influenta raportului masic chitosan/TPP asupra caracteristicilor particulelor 90
IV.6. Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe baza de chitosan si magnetita 92
IV.7. Caracterizarea particulelor magnetice biotinilate pe baza de chitosan si magnetita 93
IV.7.1.Spectroscopia FT-IR 93
IV.7.2.Spectroscopia de rezonantd magnetica de protoni (*H-NMR) 94
IV.7.3.Analiza elementala 96
IV.7.4.Determinarea dimensiunii medii si a potentialului Zeta al particulelor biotinilate 88
IV.7. 5.Tehnici de microscopie electronica (TEM, SEM) 98
IV.7. 6.Determinarea proprietatilor magnetice 98
IV.8. Influenta parametrilor de reactie asupra caracteristicilor particulelor biotinilate 100



Micro si nanoparticule magnetice functionalizate cu aplicatii in detoxifierea sangelui

IV.8.1.Influenta raportului molar chitosan/biotina asupra caracteristicilor particulelor
biotinilate
IV.8.2.Influenta raportului molar biotina/EDAC asupra caracteristicilor particulelor
biotinilate
IV.9.Determinarea continutului de biotina prin tehnica HABA —Avidina
IV.10. Teste de redispersie ale particulelor biotinilate Tn medii de interes biologic
IV.11. Evaluarea caracteristicilor biologice ale particulelor biotinilate

.....

aptae,m

IV.11.2.1. Evaluarea viabilitatii celulare prin microscopie confocala-metoda directa
IV.11.2.2. Evaluarea viabilitatii celulare prin tehnica MTS
IV.12. Concluzii

CAPITOLUL V
Particule magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-PEG si magnetita
V.1. Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-PEG si magnetita
V.2.Caracterizarea particulelor magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-PEG si magnetita
V.2.1.Spectroscopia FT-IR
V.2.2.Spectroscopia de rezonanta magnetica de protoni (*H-NMR)
V.2.3.Determinarea dimensiunii medii si a potentialului Zeta al particulelor biotinilate
V.2.4. Determinarea continutului de biotina prin tehnica HABA-Avidina
V.2.5. Microscopie electronica (TEM, SEM)
V.2.6. Analiza termogravimetrica
V.2.7. Difractia cu raze X (XRD)
V.2.8.Determinarea proprietatilor magnetice
V.3.Teste de redispersie ale particulelor biotinilate Tn medii de interes biologic
V.4 .Evaluarea caracteristicilor biologice ale particulelor biotinilate

.....

V.5.Concluzii

Capitolul VI

Evaluarea performantelor particulelor magnetice functionalizate Tn detoxifierea
sangelui

VI.1.Prepararea particulelor magnetice functionalizate cu streptavidina (SA)
VI1.2.Determinarea dimensiunii si al potentialului Zeta al particulelor magnetice
functionalizate cu streptavidina
VI. 3.Determinarea cantitativa a SA imobilizata pe particulele magnetice functionalizate
VI. 4. Testarea in vitro a eficientei de captare a unei toxine model pe particulele magnetice
functionalizate cu SA
V1.4.1.Determinarea cantitativa a toxinei model captate pe particulele magnetice
functionalizate cu SA
VI. 5.Concluzii

Capitolul VII
Concluzii generale

Referinte bibliografice

100

102

104
105
109
109
113
113
114
115

117
118
120
120
121
123
124
124
126
128
129
130
131
131
132

133

133
136

137
137

138

139

140

140

145



Micro si nanoparticule magnetice functionalizate cu aplicatii in detoxifierea sangelui

INTRODUCERE

Detoxifierea extracorporeala a sangelui poate fi realizata, in prezent, prin tehnici
foarte variate care, Tn functie de procesele patologice caracteristice bolilor supuse
tratamentului sunt reprezentate de: hemodializa, plasmafereza, hemoperfuzie sau
imunoadsortie. Aceste tehnici prezinta numeroase avantaje dar sunt limitate in ceea ce
priveste eficacitatea, repetabilitatea si aplicabilitatea numai in zona biologica de interes. De
asemenea, metodele enumerate nu se bazeaza pe tehnici de legare selectiva a toxinele
sangvine motiv pentru care majoritatea biohazardelor provocate de expunerea la diversi
factori nocivi, de intoxicatia medicamentoasa si de toxinele generate in organism (toxine
auto-imune) nu pot fi tratate adecvat.

Astfel a aparut necesitatea Tmbunatatirii acestor metode precum si dezvoltarea de noi
tehnici de detoxificare a sangelui, necesare in special Tn cazul atacurilor bioteroriste. Tn acest
sens, strategia a numeroase grupuri de cercetare din lumea intreaga este directionata asupra
folosirii particulelor superparamagnetice functionalizate cu compusi cu specificitate si
selectivitate mare fata de toxine, care odata introduse in circulatia sangvina, prin simpla
injectare, sa fixeze toxina, iar ulterior, folosind un sistem de separare magnetica n gradient
Tnalt de cdmp, sa fie eliminate din circulatia sangvina.

Tn general, particulele magnetice sunt particule cu dimensiuni de ordinul nano- sau
micrometrilor, alcatuite din substante cu un caracter magnetic foarte pronuntat (fier, oxizi de
fier — magnetita, diverse ferite), particule ce prezinta, in consecinta, un moment magnetic
mare si cu ajutorul carora pot fi manipulate in campuri magnetice diverse entitati
nemagnetice, cum ar fi: celule, substante biologic active (anticorpi, antigene, enzime, acizi
nucleici, medicamente), agenti patogeni, xenobiotice, toxine.

Una dintre cele mai noi directii de cercetare in domeniul micro si nanotehnologiilor
biomedicale o constituie acoperirea particulelor magnetice cu polimeri sintetici sau naturali
biodegradabili si biocompatibili, ca vehiculanti de receptori specifici, datorita avantajelor
extrem de importante pe care le ofera utilizarea acestor materiale ca strat de acoperire, si
anume: biocompatibilitatea si versalitate, posibilitatea adsorbtiei si a legarii chimice de
substante biologic active prin intermediul grupelor lor functionale de pe suprafata.

Tnscriindu-se n tendinta manifestata la nivel mondial, aceasti tezi de doctorat are ca
obiective principale prepararea unor micro- si nanoparticule magnetice acoperite cu polimeri
biocompatibili, naturali si sintetici, functionalizate cu compusi cu specificitate pentru toxine
sangvine si evaluarea performantelor particulelor preparate in tehnica de detoxifiere a
sangelui.
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Lucrarea este alcatuita din doua parti distincte: partea I, o parte teoretica, de studiu
bibliografic al stadiului actual al cercetarilor privind micro- si nanoparticulele magnetice
functionalizate cu aplicatii in detoxifierea sangelui si partea a-ll-a, experimentala, in care
sunt prezentate rezultatele orginale obtinute. Capitolul I, intitulat ,,Tehnici si metode actuale
de detoxifiere sangving prezinta stadiul actual al tehnicilor de detoxifiere sangvina
extracorporeala reprezentate de hemodializa, plasmafereza, hemoperfuzie, injectarea directa
de anticorpi si chelatori si tehnici bazate pe imunoadsortie si evidentiaza limitele acestora
din care deriva necesitatea implementarii unei noi tehnici de detoxifiere bazata pe particule
magnetice functionalizate si separarea magnetica in gradient inalt de camp.

Capitolul 11, intitulat ,,Particule magnetice funcrionalizate cu aplicarii in detoxifierea
sangelui” descrie caracteristicile pe care trebuie sa le indeplineasca particulele magnetice
functionalizate pentru a putea fi utilizate cu succes in tehnicile de detoxifiere sangvina
(hemo- si biocompatibilitate, dimensiune cuprinsa n intervalul 1-3 um, magnetizare de
saturatie ridicata si comportament superparamagnetic, capacitati de recunoastere si captare a
toxinelor sangvine) precum si cercetarile efectuate privind prepararea materialelor
magnetice, modificarea suprafetei acestor materiale magnetice cu polimeri naturali si
sintetici Tn vederea obtinerii unor compozite de tip material magnetic-polimer si
functionalizarea particulelor magnetice cu diversi compusi. De asemenea, realizeaza o
trecere n revista a studiilor de literatura referitoare la obtinerea particulelor magnetice
functionalizate cu potentiale aplicatii in detoxifierea sangelui si, respectiv, a tipurilor de
separatoare magnetice utilizate.

Partea experimentali este structurati pe cinci capitole. Tn capitolul 111, intitulat
»otrategia experimentala™ sunt prezentate: conceptul experimental, materialele utilizate Tn
prepararea particulelor magnetice functionalizate si metodele de caracterizare ale acestor
particule.

Capitolul 1V, ,,Particule magnetice biotinilate pe baza de chitosan si magnetita”,
prezinta rezultatele originale obtinute in prepararea si caracterizarea particulelor magnetice
biotinilate pe baza de chitosan si magnetita. Aceste particule au fost preparate n trei etape:
in prima etapa s-a sintetizat materialul magnetic, magnetita, stabilizat in suspensie cu
Pluronic F127, CTAB sau Tween 20. A doua etapa a fost reprezentata de prepararea
particulei magnetice pe baza de chitosan prin mecanismul de gelifiere ionica a chitosanului
cu tripolifosfat de sodiu (TPP) in prezenta magnetitei si stabilizarea acesteia cu tensioactiv.
In etapa a treia s-a realizat biofunctionalizarea particulelor prin imobilizarea biotinei pe
suprafata, procedeul adoptat valorificand posibilitatea formarii unor legaturi amidice intre
gruparea carboxil a biotinei si gruparea amino a chitosanului, reactie mediata de
carbodiimide solubile Tn apa (1-etil-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimida hidroclorurata)
(EDAC). Particulele magnetice biotinilate au fost caracterizate din punct de vedere
compozitional, structural si morfologic, al dimensiunilor si a distributiei dimensionale, a

8
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potentialului Zeta, al proprietatilor magnetice si al caracteristicilor biologice prin tehnici
moderne de analiza. S-a evaluat capacitatea de redispersie a particulelor magnetice
biotinilate Tn medii biologice simulate precum si proprietatile biologice (bio- si
hemocompatibilitate) ale acestora.

Tn Capitolul V, ,,Particule magnetice biotinilate pe bazé de PSI-b-PEG si magnetiti”
sunt prezentate rezultatele obtinute Tn urma prepararii si caracterizarii particulelor magnetice
biotinilate pe baza de poli(succinimida)-bloc-poli(etilen glicol) (PSI-b-PEG) si magnetita.
Particulele magnetice pe baza de PSI-b-PEG au fost preparate in cadrul Institutului de
Chimie Macromoleculara Petru Poni, lasi prin procedeul policondensarii in situ iar in cadrul
acestei teze s-a realizat biotinilarea acestor particule prin intermediul legaturilor esterice
formate intre gruparea carboxil a biotinei si gruparea hidroxil a PEG-ului. Tehnici de
spectroscopie (FT-IR si *H-RMN), de microscopie electronica, de difractie si de analiza
termica au fost utilizate in caracterizarea particulelor magnetice biotinilate. S-au determinat
dimensiunile medii ale particulelor, potentialul Zeta al acestora, proprietatile magnetice si
comportamentul acestora in solutii de interes biologic. S-a evaluat hemocompatibilitatea
particulelor magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-PEG prin teste de cogulare ale sangelui
n contact cu particulele magnetice biotinilate.

Capitolul VI, intitulat ,,Evaluarea performanselor particulelor magnetice
funcrionalizate in  detoxifierea sangelui” prezinta rezultatele obtinute privind
functionalizarea cu streptavidina a celor doua tipuri de particule magnetice biotinilate pe
baza de chitosan si respectiv PSI-b-PEG si magnetita si evaluarea performantelor acestor
particule in captarea si separarea unei toxine model. Atat particulele magnetice biotinilate
pe baza de chitosan cat si particulele magnetice pe baza de PSI-b-PEG au fost
functionalizate cu streptavidina si s-a analizat capacitatea acestora de captare a toxinelor,
sangvine.

Capitolul VII, ,,Concluzii generale” prezinta intr-o maniera succinta cele mai
importante rezultate experimentale obtinute in cadrul acestui studiu si evidentiaza, in
acelasi timp, contributiile orginale ale acestei lucrari in domeniul particulelor magnetice
functionalizate cu aplicatii Tn tehnci de detoxifiere a sangelui.

Rezultatele obtinute pe parcursul acestei teze au fost valorificate prin publicarea si
trimiterea spre publicare a 5 lucrari, dintre care 3 articole cu factor ISI, comunicarea
rezultatelor obtinute la 13 manifestari stiintifice interne si internationale precum si
participarea in colectivul de lucru a 3 contracte de cercetare.

Rezumatul tezei de doctorat respecta denumirea capitolelor, numerotarea figurilor,
tabelelor si a referintelor bibliografice din teza.
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111.1. CONCEPTUL EXPERIMENTAL

Obtinerea unor particule superparamagnetice functionalizate cu aplicatii in tehnici de
detoxifiere sangvina constituie obiectul de studiu a numeroase colective de cercetare din
intreaga lume. Studiile au fost orientate pe de o parte in directia prepararii acestor tipuri de
particule magnetice si pe de alta parte conceperii de sisteme de separare magnetica care sa
permita Tndepartarea eficienta si rapida a particulelor magnetice din sange. Interesul pentru
aceasta directie de studiu deriva din limitarile tehnicilor actuale de detoxifiere sangvina dar
si din potentialul particulelor magnetice de a fi utilizate cu succes in scopuri ce implica
contactul direct cu sangele. Particulele magnetice prezinta numeroase aplicatii biomedicale
precum transportul si eliberarea tintita de medicamente, separarea celulara si repararea
tesuturilor, imagistica prin rezonanta magnetica si tehnici de hipertermie [31,32,33].

Tn urma analizei rezultatelor stiintifice raportate in literatura de specialitate privind
particulele magnetice si aplicatiile lor biomedicale s-a optat pentru lucrarea de fata la o
strategie experimentala care a avut ca obiectiv principal:

Studii privind ob¢inerea de micro- si nanoparticule magnetice
funcrionalizate pe baza de polimeri naturali si sintetici si

evaluarea performangelor acestora in detoxifierea sangelui

Materialul magnetic selectat pentru studiu a fost reprezentat de oxidul de fier, Tn
varianta magnetita. Motivele care au stat la baza selectiei acestui tip de material magnetic au
fost reprezentate, in primul rand, de proprietatile sale magnetice excelente care-i permit
manipularea in camp magnetic si in al doilea rand de faptul ca este un material
biocompatibil. Magnetita a fost obtinuta prin metoda Massart care consta in co-precipitarea
n mediu bazic a solutiilor apoase de saruri de Fe?* si Fe**. Cu scopul de a obtine o suspensie
magnetica stabila coloidal s-au testat diversi surfactanti (doi neionici si anume: Pluronic
F127 si Tween 20 si unul cationic: CTAB) in prepararea nanoparticulelor de magnetita
pentru a preveni agregarea acestora.

Pluronic F127 a fost selectat deoarece este un surfactant hidrofil, biocompatibil ce
prezinta un potential ridicat de a controla dimensiunea si stabilitatea particulelor de
magnetita [196]. Motivul principal care a stat la baza selectiei CTAB-ului a fost reprezentat

de faptul ca studiile de literatura indica potentialul acestui tensioactiv de a stabiliza particule
10
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de chitosan-TPP simple in dispersii apoase [185]. Tween 20 este un surfactant neionic,
utilizat pentru stabilizarea produselor farmaceutice si pentru cresterea gradulului lor de
hidratare [200].

Pentru obtinerea particulelor magnetice de tip compozit magnetita-polimer s-a optat
pentru doi polimer: un polimer natural reprezentat de chitosan si un polimer sintetic
reprezentat de copolimerul, PSI-b-PEG. Au fost selectati acesti polimeri ca materiale de
acoperire a suprafetei magnetitei datorita proprietatilor lor biologice excelente
(biocompatibilitate, biodegradabilitate) dar si a functionalitatii remarcabile (prezenta
gruparilor amino a chitosanului si a gruparilor hidroxil a PSI-b-PEG-ului).

Metoda de obtinere a particulelor magnetice de tip compozit magnetita-chitosan a
fost reprezentata de gelifierea ionica a chitosanului cu tripolifosfat de sodiu (TPP), in
prezenta magnetitei. S-a optat pentru aceasta metoda, Tn detrimentul reticularii chimice,
deoarece este 0 metoda simpla, usor de reprodus si nu necesita utilizarea unor reactivi toxici
pentru organismul uman. S-a studiat influenta unor parametri de reactie (masa molara a
polimerului, raportul masic polimer/agent de reticulare, natura surfactantului, concentratia
acestuia, pH-ul) asupra caracteristicilor compozitelor magnetita-chitosan, pentru a controla
prin intermediul acestor parametri caracteristicile particulelor magnetice pe baza de chitosan.

Particulele magnetice de tip compozit magnetita-polimer au fost biofunctionalizate,
prin legarea biotinei pe suprafata acestora prin intermediul unei carbodiimide solubile in apa,
EDAC, care are rolul de activator al gruparii carboxil a biotinei. Biotinilarea particulelor
magnetice pe baza de chitosan si magnetita s-a realizat prin formarea unor legaturi amidice
intre gruparea amino a chitosanului si gruparea carboxil a biotinei si prin legaturi de tip ester
intre gruparea hidroxil terminala a PEG-ului si gruparea carboxil a biotinei in cazul
particulelor magnetice pe baza de PSI-b-PEG si magnetita. A fost aleasa aceasta metoda,
deoarece nu afecteaza organizarea conformatiala a biotinei si nici nu presupune implicarea
unor grupe functionale care sa Tmpiedice ulterior formarea complexului cu receptori de
toxine ( SA-streptavidina).

S-a studiat posibilitatea formularii particulelor magnetice biotinilate ca suspensii
injectabile prin redispersarea lor in medii care simuleaza mediile biologice. Au fost evaluate
caracteristicile de bio-si hemocompatibilitate ale acestor particule magnetice biotinilate.

Functionalizarea particulelor magnetice s-a realizat cu sisteme biologice de tip
biotina/streptavidina. A fost aleasa aceasta metoda deoarece sistemele biologice
biotina/receptor de tip avidina prezinta caracteristici unice care se refera atat la stabilitatea
legaturilor formate cét si la numarul mare de compusi bioactivi (integrine, toxine,
imunofactori) ce pot fi recunoscuti si captati .
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111.3.1. Metoda generala de obtinere a materialului magnetic (magnetita)

Materialul magnetic a fost obtinut prin metoda Massart, descrisa in continuare.
Solutiile de clorura ferica si clorura feroasa obtinute prin dizolvarea clorurii ferice
hexahidratate (0,0551 mol) in 84 mL apa bidistilata, amestecata cu 36 mL solutie de agent
tensioactiv (20 mg/mL) (Pluronic F127 [186], CTAB sau Tween 20), si a clorurii feroase
tetrahidratate (0,0275 mol) in 84 mL apa bidistilata, amestecata cu 36 mL solutie de agent
tensioactiv (20 mg/mL), au fost introduse intr-un balon cu trei gaturi de 500 mL prevazut cu
agitator mecanic. Solutia bazica obtinuta prin dizolvarea a 12,8 g de hidroxid de sodiu in 120
mL apa bidistilata a fost adaugata prin picurare, cu ajutorul unei pompe peristaltice,
mentinand un debit constant de 10 mL/min. Reactia a fost condusa in atmosfera de azot, la
0 temperatura constanta, de 65 °C, timp de 30 min.

Precipitatul obtinut (culoare neagra) a fost separat cu ajutorul unui magnet puternic.
Purificarea precipitatului s-a realizat prin cicluri repetate de spalare-sedimentare in apa
bidistilata. Materialul magnetic preparat (codificat, in functie de surfactantul folosit astfel:
MP pentru Pluronic F127, MC pentru CTAB si MT pentru Tween 20) se pastreaza sub forma
de suspensie concentrata, in apa bidistilata. Pentru fiecare lot de magnetita sintetizat, s-a
determinat cantitatea de proba uscata din suspensie (1,5 g -1,8 g/100 mL).

111.3.2. Prepararea particulelor magnetice pe baza de chitosan si magnetita

Particule magnetice pe baza de chitosan au fost preparate prin metoda de gelifiere
ionica. Modul de lucru este descris In continuare. Tntr-un balon cu trei gaturi, se introduc 200
mL solutie de chitosan (1 mg/mL) dizolvat in acid acetic (5 mg/mL). Suspensia de magnetita,
sintetizata Tn prealabil, se ultrasoneaza timp de 5 min. Apoi o cantitate de suspensie
magnetica corespunzatoare (raportul masic chitosan /magnetita 1/1) se amesteca cu 11 mL
surfactant (2 mg/mL) si se ultrasoneaza timp de 15 min, dupa care se adauga peste solutia de
polimer. Reactia a fost condusa la temperatura camerei si sub agitare mecanica (viteza de
rotatie: 800 rot/min). Se omogenizeaza amestecul timp de 1 ora. Dupa 1 ora se adauga solutia
de TPP (1 mg/mL) (raportul masic polimer/ agent de reticulare a fost de 3/1, 5/1 sau 6/1),
prin picurare, cu ajutorul unei pompe peristaltice si se continua agitarea inca 2 ore.
Amestecul de reactie se pastreaza la rece, pana a doua zi, pentru a permite maturarea
particulelor formate. Particulele magnetice pe baza de chitosan obtinute (codificate, in functie
de surfactantul folosit astfel: MPCs pentru Pluronic F127, MCCs pentru CTAB si MTCs
pentru Tween 20) au fost purificate prin cicluri de centrifugare/redispersie Tn apa bidistilata si
uscate prin liofilizare.
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111.3.3. Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe baza de chitosan si
magnetita

100 mg de particule magnetice pe baza de chitosan (MPCs, MCCs sau MTCs) au fost
redispersate Tn apa bidistilata, prin procedeul de ultrasonare si adaugate intr-un balon cu trei
gaturi. Tntr-un amestec de DMSO si apa (1/3, v/v) s-au dizolvat 140 mg de biotina (raport
molar chitosan/biotina 1/1) activata cu EDAC (rapoarte molare biotina /EDAC 1/1, 1/1,5, 1/
2, 1/ 2,5), la temperatura de 4 °C. Dupa 30 min, acest amestesc s-a adaugat peste particulele
magnetice redispersate. Reactia a fost condusa timp de 24 ore, sub agitare mecanica lenta.
Particulele magnetice biotinilate obtinute (codificate in functie de surfactantul folosit astfel:
MPCsB pentru Pluronic F127, MCCs B pentru CTAB si MTCsB pentru Tween 20) au fost
separate din suspensie prin centrifugare, purificate prin cicluri de centrifugare/redispersie in
apa bidistilata, pentru indepartarea compusilor nereactionati si uscate prin liofilizare.

111.3.4. Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-PEG si
magnetita

Particulele magnetice pe baza de polimer sintetic (PSI-b-PEG) au fost preparate in
cadrul Institutului de Chimie Macromoleculara Petru Poni, lasi prin procedeul
policondensarii in situ. Reactia a fost condusa in doua etape: intr-o prima etapa a fost
sintetizat precursorul, poli(succinimida) (PSI), prin metoda policondensarii acidului aspartic
n dodecan, in prezenta catalizatorului acid o-fosforic, iar in a doua etapa a sintezei PSI a fost
supusa procedeului de policondensare cu PEG 4000, in prezenta magnetitei sintetizata
anterior prin metoda co-precipitarii sarurilor de fier in mediu bazic.

S-au preparat doua loturi de particule magnetice pe baza de polimer sintetic cu
compozitii diferite Tn magnetita : lotul codificat MPPs care contine teoretic 5% magnetita si
lotul codificat MPP,; care contine teoretic 11% magnetita.

Metoda de preparare a particulelor magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-PEG este
descrisa in continuare. Astfel, 200 mg de particule magnetice (MPPs si MPPy,) au fost
redispersate Tn apa bidistilata, prin procedeul de ultrasonare. Suspensia magnetica obtinuta a
fost introdusa intr-un balon cu trei gaturi. Cantitatea de biotina (raport masic polimer
sintetic/biotina 5/1) dizolvata in 200 mL apa bidistilata a fost activata cu EDAC (raport molar
biotina/EDAC de 1/1,5) la temperatura de 4 °C. Dupa 30 min, acest amestec s-a adaugat
peste suspensia magnetica. Reactia a fost condusa timp de 24 ore, sub agitare mecanica lenta.
Particulele biotinilate obtinute (codificate MPPsB pentru lotul care contine teoretic 5 %
magnetita si respectiv MPPy;B pentru lotul care contine teoretic 11 % magnetita) au fost
separate prin centrifugare, purificate prin cicluri de centrifugare/redispersie n apa bidistilata,
pentru indepartarea produsilor intermediari de reactie si uscate prin liofilizare.
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111.3.5. Prepararea particulelor magnetice functionalizate cu streptavidina (SA)

Imobilizarea SA pe particulele magnetice biotinilate s-a realizat valorificand
principiul interactiunilor biologice de mare afinitate de tip ligand-receptor. Prepararea
particulelor magnetice functionalizate este descrisa in continuare. Astfel, 10 mg particule
biotinilate au fost dispersate in 10 mL solutie tampon fosfat (0,05 M, pH = 7,4) pe baie de
ultrasonare, timp de 15 min, dupa care s-a adaugat 10 mL solutie SA (0,1 mg/mL Tn acelasi
tampon fosfat). Reactia a fost condusa timp de 3 ore, sub agitare lenta. In paralel s-a pregatit
si 0 proba martor astfel: 10 mg particule biotinilate au fost dispersate in 10 ml solutie tampon
fosfat peste care s-a adaugat doar 10 mL solutie tampon fosfat. Particulele magnetice
functionalizate (codificate in functie de surfactantul folosit Tn prepararea particulelelor pe
baza de chitosan astfel: MPCsB-SA pentru Pluronic F127, MCCsB-SA pentru CTAB si
MTCsB-SA pentru Tween 20 si respectiv MPPsB-SA pentru particulele magnetice pe baza
de PSI-b-PEG care contin 5 % magnetita) au fost separate din supernatant prin centrifugare si
purificate prin cicluri de centrifugare/redispersie in apa bidistilata si uscate prin liofilizare.
Cantitatea de streptavidina imobilizata pe particule a fost determinata prin spectroscopie UV-
VIS.

111.3.6. Testarea in vitro a eficientei de captare a unei toxine model pe particulele
magnetice functionalizate

Testarea in vitro a eficientei de captare a particulelor magnetice functionalizate s-a
realizat folosind o toxina model, si anume peroxidaza din hrean (HRP). Modul de lucru este
descris Tn continuare. Astfel, 4 mg particule magnetice functionalizate au fost dispersate n
16 mL solutie tampon fosfat (0,05 M, pH = 7,4). Suspensia obtinuta a fost incubata cu 10
mL solutie de HRP (0,375 mg/mL), timp de 2 ore, sub agitare lenta. Complexul particula-
toxina format a fost separat din supernatant prin centrifugare, purificat prin cicluri de
centrifugare/redispersie in apa bidistilata si uscat prin liofilizare. Eficienta de legare a toxinei
pe particulele functionalizate a fost determinata prin spectroscopie UV-VIS.
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CAPITOLUL IV
PARTICULE MAGNETICE BIOTINILATE PE BAZA DE
CHITOSAN SI MAGNETITA

Din clasa polizaharidelor studiate ca materiale de acoperire-modificare a particulelor
magnetice cu aplicatii biomedicale, se remarca chitosanul datorita numeroaselor avantaje
precum prezenta grupelor functionale ce permit derivatizari ulterioare in functie de aplicatia
vizata, proprietatile biologice excelente, usurinta formularii acestuia ca sisteme particulate si
costul relativ scazut al acestui polimer [104]. Procesul de biotinilare al particulelor pe baza
de chitosan si magnetita prezinta numeroase avantaje furnizate de tehnologia biotina/
receptor tip avidina, care se refera atat la stabilitatea legaturilor ulterioare cu receptorul
pentru toxina (reprezentat in cadrul acestui studiu de streptavidina) cat si la numarul mare de
compusi ce pot fi recunoscuti si captati ulterior de acest receptor [177].

Acest capitol este dedicat prezentarii rezultatelor obtinute in prepararea si
caracterizarea particulelor magnetice biotinilate pe baza de chitosan si magnetita. Cele trei
etape care au stat la baza prepararii particulelor magnetice biotinilate ce contin chitosan si
magnetita sunt prezentate schematic in Figura 38 si descrise Tn continuare.

IV.1. Prepararea materialului magnetic (magnetita)

Tn cadrul acestui studiu materialul magnetic selectat a fost reprezentat de magnetita
datorita proprietatilor magnetice excelente si a biocompatibilitatii deja demonstrate [187].
Materialul magnetic a fost obtinut prin metoda Massart care consta in co-precipitarea in
mediu bazic a solutiilor apoase de saruri de Fe** si Fe®".

Dezavantajul principal al metodei de co-precipitare consta in necesitatea controlului
atent a valorii pH-ului atat in etapa de sinteza a materialului magnetic cat si n cea de
purificare, etapa critica a acestui proces. Acest dezavantaj demonstreaza ca precipitarea
simpla nu este aplicabila deoarece in aceasta etapa particulele cresc in dimensiune si se
asociaza pentru a micsora energia libera superficiala totala [192]. Datorita interactiunilor
hidrofobe dintre particule, acestea au tendinta de a se aglomera in agregate cu dimensiuni
mari. Agregatele formate interactioneaza prin atractii magnetice puternice de tip dipol-dipol.
Céand doua agregate de dimensiuni mari vin Tn contact, fiecare intra sub actiunea campului
magnetic al celuilalt, ceea ce conduce la cresterea magnetizarii si implicit a tendintei de
agregare. Mai mult, particulele au tendinta de a flocula datorita fortelor van der Waals. Toti
acesti factori conduc la concluzia ca de cele mai multe ori modificarea suprafetei este
indispensabila [193], motiv pentru care s-a optat pentru utilizarea unor agenti tensioactivi in
procesul de sinteza a magnetitei. Adaugarea unui surfactant are rolul de a asigura particulelor
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magnetice stabilitate coloidala sterica sau electrostatica [194, 195] cu scopul de a preveni
formarea de agregate care influenteaza negativ proprietatile magnetice.

Pentru stabilizarea suspensiei magnetice s-au folosit trei agenti tensioactivi, si anume:
Pluronic F127, CTAB si Tween 20.

Figura 38. Etapele obtinerii particulelor magnetice biotinilate pe baza de
chitosan si magnetita.

IVV.2. Caracterizarea materialului magnetic
IVV.2.1. Difractia cu raze X (XRD)

Materialele magnetice preparate (MP, MC, MT) au fost analizate prin difractie cu
raze X cu scopul de a identifica tipul de material magnetic care s-a format, structura sa
cristalografica precum si dimensiunea cristalelor formate. Difractogramele XRD a
materialelor magnetice sintetizate sunt prezentate in Figura 42. Cele 3 tipuri de particule
prezinta unghiurile de difractie 20 caracteristice pentru magnetita, si anume: 30,3°; 35,6°;
43,4°; 53,5° 57,4° si 62,8° unghiuri care pot fi indexate planurilor (220), (311), (400),
(422), (511), si (440) apartinand unei celule cubice. Difractogramele obtinute corespund cu
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difractograma magnetitei standard raportata de Joint Committee on Powder Diffraction
Standards (JCPDS). Aria larga delimitata de unghiuri indica faptul ca cristalele de magnetita
formate au dimensiuni mici [202], in timp ce intensitatea unghiului de difractie maxim
confirma existenta unei singure faze pure de magnetita [203]. Analiza XRD confirma ca
materialele magnetice preparate sunt reprezentate de cristale de magnetita pura cu structura
cristalina.

Figura 42. Difractogramele XRD ale loturilor de magnetita.

Plecand de la ipoteza ca toate cristalele obtinute au forma sferica si folosind ecuatia
lui Scherer (1)

KA
cos 6

@

unde L reprezinta dimensiunea medie a cristalelor, A-lungimea de unda a radiatiei X
(0,154 nm), k este constanta corelata cu forma cristalelor si este egala cu unitatea, p este
masurat experimental si reprezinta latimea (banda) la jumatatea Tnaltimii (exprimat Tn
radiani), 0-este unghiul de 35,6 °, datele XRD au permis determinarea dimensiunii medii a
unui cristal individual de magnetita.

Dimensiunea medie a cristalelor de magnetita calculata pentru fiecare lot sintetizat
este de 11,64 nm pentru MP; 8,72 nm pentru MC si, respectiv, 11,63 nm pentru MT.

IVV.2.2. Microscopie electronica de transmisie (TEM)

Morfologia particulelor de magnetita (lotul MP) a fost prin studiata prin tehnica TEM
(Figura 43). Se constata ca particulele de magnetita sunt relativ bine dispersate iar forma
acestora este cvasiferica. Tehnica TEM a fost utilizata si pentru a determina dimensiunea
aproximativa a unei particule de magnetita; astfel imaginea indica o dimensiune de ordinul a
10 nm. Aceste rezultate sunt in corelatie cu dimensiunile particulelor de magnetita calculate

din datele XRD.
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Figura 43. Imagine TEM a lotului de magnetita MP.

IV.2.3. Determinarea dimensiunii  medii si a potentialului Zeta pentru
suspensiile magnetice

Loturile de magnetita preparate sunt pastrate sub forma de suspensii coloidale Tn apa,
cunoscute si sub numele de ferofluide. Aceste ferofluide au fost analizate din punct de vedere
al dimensiunilor si a potentialului Zeta (Figura 44). Dimensiunea loturilor de magnetita
determinata prin tehnica DLS (164,8 nm pentru MP, 180 nm pentru MC si respectiv 163 nm
pentru MT) este mult mai mare decét cea determinata prin tehnicile XRD si TEM. Aceasta
diferenta de dimensiune este datorata faptului ca, particulele de magnetita dispersate in apa
favorizeaza asocierea mai multor particule cu formarea de agregate care duc la cresterea
semnificativa a dimensiunii masurate [205].
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Figura 44. Dimensiunea medie si potentialul Zeta a loturilor de magnetita.

Potentialul Zeta (Figura 44) are valori negative pentru loturile de magnetita stabilizate

prin adaugarea de surfactanti neionici (Pluronic F127 si Tween 20) si pozitive in cazul
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surfactantului cationic (CTAB). Valorile obtinute confirma fapul ca n solutii apoase,
lanturile hidrofobe ale surfactantilor folositi sunt dispuse pe suprafata nanoparticulelor de
magnetita iar lanturile lor hidrofile raman la exterior, confera stabilitate sterica particulelor si
imprima caracterul negativ, respectiv pozitiv al potentialului Zeta, in functie de natura
gruparilor lor hidrofile.

1IV.2.4. Analiza elementala

Pentru a confirma prezenta surfactantilor pe suprafata particulelor de magnetita,
pentru toate loturile de magnetita s-a determinat continutul lor in carbon (C). Calculand
continutul teoretic in C al surfactantilor puri corelat cu continutul in C al loturilor de
magnetita (care poate proveni doar din structura surfactantilor) si continutul in reziduu se
poate concluziona ca particulele de magnetita contin aproximativ 10-15 % surfactant si 85-
90 % magnetita (Tabelul 7).

Tabelul 7. Date de analiza elementala a loturilor de magnetita

Tip de Continut C Continut Reziduu
magnetita (%) (%)
MP 11,20 84,90
MC 10,70 88,20
MT 9,30 90,10

IV.2.6. Determinarea proprietitilor magnetice

Proprietatile magnetice au fost determinate prin masurarea magnetizarii de saturatie si
comportament superparamagnetic, precum si magnetizare adecvata aplicatiilor ulterioare.

Curbele de magnetizare Tinregistrate descriu comportarea materialelor in camp
magnetic si redau valoarea magnetizarii de saturatie (M, emu/g) n raport cu intensitatea
campului magnetic aplicat (Figura 46).

Magnetizarea acestor materiale a crescut direct proportional cu intensitatea campului
magnetic aplicat, pana cand s-a atins valoarea magnetizarii de saturatie (magnetizarea
maxima a materialului studiat). Valorile magnetizarii de saturatie pentru materialele analizate
au fost 55,66 emu/g pentru MC; 56,91 emu/g pentru MT si 69,34 emu/g pentru MT. De
asemenea, din analiza curbelor de magnetizare se constata ca materialele analizate nu
prezinta magnetizare remanenta si nu sunt caracterizate de histerezis. Lipsa histerezisului
reprezinta una din caracteristicile esentiale necesare identificarii unui material cu comportare
superparamagnetica [207].
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Superparamagnetismul este o proprietate caracteristica materialelor nanostructurate si
se refera la capacitatea acestora de a raspunde in cdmp magnetic fara a retine magnetismul
dupa indepartarea campului. Aceasta caracteristica este extrem de importanta pentru
aplicatiile biomedicale ale acestor materiale deoarece daca ar prezenta magnetizare
remanenta, aceasta ar favoriza aglomerarea particulelor in mediul sangvin si ocluzia
capilarelor.

—s— MP a 80
=
—e— MC E 60
L
——MT 6 40
20
1 1 fa) H (Oel)
-10000  -5000 5000 10000

Figura 46. Curbele de magnetizare pentru loturile de magnetita

Comportarea superparamagnetica este dependenta de dimensiunea particulelor si este
caracteristica particulelor cu dimensiuni mai mici de 20 nm. Aceste rezultate confirma
existenta unui singur domeniu [208] in materialele magnetice preparate si sunt corelate cu
dimensiunile materialelor magnetice determinate prin tehnicile XRD si TEM.

IV.3. Prepararea particulelor magnetice pe baza de chitosan si
magnetita

Chitosanul, un polimer natural cu grupe functionale, este un candidat ideal pentru
acoperirea materialelor magnetice atat datorita proprietatilor sale biologice excelente
(biodegradabilitate, biocompatibilitate, bioactivitate) cit si a celor chimice (polication Tn
solutii slab acide, prezenta gruparilor reactive hidroxil si aminice) [104]. Tn cadrul acestui
studiu particulele magnetice pe baza de chitosan s-au obtinut prin mecanismul de gelifiere
lonica. Aceasta metoda consta in complexarea chitosanului cationic cu compusi anionici
urmata de formarea de particule sferice. Ca molecula anionica s-a optat pentru TPP, o sare
netoxica, ce contine trei grupe fosfat care determina cresterea pH-ului si a tariei ionice a
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solutiei, si favorizeaza interactiunile electrostatice cu gruparile aminice al chitosanului [209,
210].

IV.4. Caracterizarea particulelor magnetice pe baza de chitosan si
magnetita

IVV.4.1. Spectroscopie FT-IR

Particulele magnetice pe baza de chitosan preparate (MPCs, MCCs si MTCs) au fost
analizate prin spectroscopie FT-IR. Tn Figura 48 sunt prezentate spectrele Inregistrate pentru
loturile de magnetita, chitosan, surfactantii utilizati si particulele magnetice pe baza de
chitosan si magnetita obtinute.

Figura 48. Spectre FTIR: A) Pluronic F127, chitosan, MP si MPCs; B) CTAB, chitosan,
MC si MCCs si C) MT, chitosan si MTCs

Spectrul FTIR al chitosanului prezinta un pic larg la 3441 cm™ corespunzator atat
vibratiilor de intindere a gruparii (N-H) cét si gruparilor hidroxil, in timp ce picul de la 2879
cm™ este atribuit gruparii metilen. Benzile de la 1656 cm™ si 1594 cm™ sunt reprezentative
pentru amida primara, respectiv amida secundara (C=0), picul de la 1423 cm™ este
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corespunzator deformatiei simetrice a gruparii (C-H). La 1323 cm™ se afla picul caracteristic
vibratiei de intindere a legaturii C-N n timp ce picul de la 1074 cm™ este atribuit vibratiei
de absorbtie a gruparii (C-O-C) [211, 212].

Spectrele particulelor magnetice pe baza de chitosan (Figura 48) prezinta atat benzile
caracteristice ale chitosanului cat si ale magnetitei (in jurul valorii de 560 cm™) si confirma
astfel formarea compozitului magnetita-chitosan. Tn plus, banda de la 1656 cm™ din structura
chitosanului dispare din spectrele FT-IR al compozitelor si noi benzi apar la 1627 cm™ si
1529 cm™ (MPCs), la 1625 cm™ si 1537 cm™ (MCCs) si respectiv la 1629 cm™ si 1537 cm’
! (MTCs) fenomen care poate fi atribuit legarii TPP de chitosan [216]. De asemenea, Tn
spectrele particulelor magnetice pe baza de chitosan se observa o crestere in intensitate a
picului de la 3441 cm™ indicand faptul ca se formeaza noi legaturi de hidrogen [217].

IVV.4.2. Microscopie electronica (TEM, SEM)

Particulele magnetice pe baza de chitosan, MPCs au fost vizualizate prin tehnica de
microscopie electronica de transmisie (TEM) cu scopul de a evidentia morfologia
particulelor de magnetita in interiorul compozitelor. Imaginea TEM (Figura 51) confirma
formarea compozitelor magnetice care contin mai multe particule de magnetita de
dimensiuni nanometrice (zonele mai inchise la culoare) incorporate Tn matricea polimerica
(zonele mai deschise la culoare sunt reprezentate de chitosan).

100nm

Figura 51. ImagineTEM a particulelor MPCs

Loturile MPCs si MCCs au fost vizualizate in stare hidratata, pregatirea probelor de
analiza realizdndu-se astfel: s-au preparat suspensii diluate in apa bidistilata a celor doua
loturi de particule care au fost ultrasonate, timp de 30 min, dupa care o picatura din aceasta
suspensie s-a pus la uscat pe un suport metalic si apoi au fost vizualizate prin tehnica SEM.
Imaginile obtinute sunt prezentate in Figura 53.
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Din analiza imaginilor SEM se constata ca prin acest mod de vizualizare particulele
pot fi bine indivizualizate si ca s-au format mai multe populatii de particule cu dimensiuni
medii cuprinse intre 200 si 400 nm [218].

500nm 500nm

Figura 53. Imagini SEM pentru particule: A-MPCs, B-MCCs
IV.4.3. Analiza elementala

Particulele magnetice pe baza de chitosan preparate au fost analizate din punct de
vedere al compozitiei chimice (Tabelul 8); au fost determinate continutul in azot (N) si
carbon (C) cu scopul de a evidentia prezenta compusului organic in compozitele magnetice
preparate. Comparativ cu continutul in C al magnetitei stabilizate cu surfactant, in cazul
compozitelor magnetice, acesta creste, confirméand prezenta chitosanului si a surfactantului
Tn compozite.

Tabelul 8. Date de analiza elementala pentru compozitele magnetita-chitosan

Tip de compozit ~ Continut N Continut C Continut Reziduu
(%) (%) (%)
MPCs 1,67 27,54 56,10
MCCs 2,12 28,45 48,40
MTCs 1,87 29,36 51,20

Carbonul din compozitele magnetice provine in cea mai mare parte din structura
chitosanului dar si din structura surfactantilor prezenti pe suprafata nanoparticulelor de
magnetita, in procent mult mai mic. Continutul n reziduu al compozitelor este de
aproximativ 50 % fata de continutul Tn reziduu al loturilor de magnetita care este de
aproximativ 90 % si confirma ca s-au obtinut cu succes compozite magnetita-chitosan.
Reziduul rezultat Tn urma analizei elementale este datorat prezentei magnetitei dar si
produsilor rezultati Tn urma degradarii. Corelarea continutului Tn azot (care poate proveni
doar din gruparile amino si acetamida ale chitosanului) al acestor compozite cu continutul
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lor Tn reziduu, comparativ cu continutul n reziduu al loturilor de magnetita corespunzatoare
sugereaza ca aceste compozite contin aproximativ 40-45 % magnetita.

IVV.4.4. Difractia cu raze X (XRD)

Particulele magnetice pe baza de chitosan si magnetita preparate (MPCs, MCCs,
MTCs) au fost analizate prin difractie cu raze X cu scopul de a confirma prezenta
materialului magnetic in interiorul compozitului si natura acestuia. Difractogramele XRD
ale celor 3 compozite magnetice sunt prezentate in Figura 54.

Figura 54. Difractogramele XRD ale compozitelor magnetice

Toate cele 3 probe prezinta unghiurile 26 caracteristice pentru magnetita, si anume:
30,3°; 35,6°; 43,4°; 53,5°; 57,4° si 62,8° confirmand prepararea compozitelor magnetita-
chitosan. Intensitatea unghiurilor compozitelor magnetice comparativ cu intensitatea
unghiurilor materialelor magnetice precursoare se reduce aproape la jumatate, indicand
astfel, ca compozitul format contine aproximativ 40 % - 50 % magnetita. Aceste rezultate
sunt in corelatie cu datele de analiza elementala.

IV.5. Influenta parametrilor de reactie asupra caracteristicilor
particulelor magnetice pe baza de chitosan

Procesul de gelifiere ionica a chitosanului cationic cu compusi anionici este spontan
dar sensibil la numerosi factori, precum masa molara a polimerului si raportul masic
polimer/agent de reticulare motiv pentru care, in ultimii ani, s-au facut numeroase studii
referitoare la prepararea particulelor simple de chitosan-TPP [219, 221, 223]. Luand in
considerare o parte din aspectele mentionate in aceste studii, dar mai ales faptul ca nu s-au
gasit Tn literatura informatii despre obtinerea de particule magnetice pe baza de chitosan prin
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procedeul gelifierii ionice cu TPP s-a considerat necesar efectuarea unor studii privind
influenta unor parametri precum masa molara a polimerului, raportul masic polimer/agent de
reticulare, natura surfactantului folosit si concentratia acestuia asupra caracteristicilor
particulelor magnetice cu scopul de a optimiza atdt dimensiunea lor finala cat si
comportamentul acestor particule in medii lichide.

IV.5.1. Influenta masei molare a polimerului asupra dimensiunii particulelor

Dimensiunile particulelor obtinute cu 3 loturi de chitosan cu mase molare diferite
(codificate MPCs1 pentru chitosan LMW, MPCs2 pentru chitosan MMW si MPCs3 pentru
chitosan HMW ) sunt prezentate in Figura 58. Se poate constata ca particulele cu cele mai
mici dimensiuni s-au obtinut utilizdnd chitosanul LMW [224] motiv pentru care pentru
studiile ulterioare se va folosi acest lot de chitosan. Rezultatele obtinute sunt in concordanta
cu cele raportate Tn literatura de specialitate, pentru particule chitosan-TPP simple [220].
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Figura 58. Influenta masei molare a polimerului asupra dimensiunilor medii
ale particulelor MPCs

IVV.5.2. Influenta concentratiei de surfactant asupra caracteristicilor particulelor

Pentru a studia influenta concentratiei surfactantului asupra caracteristicilor
compozitelor s-au utilizat 3 concentratii ale agentului tensioactiv in solutie (0,25 mg/mL, 0,5
mg/mL si 1 mg/mL) si s-a determinat dimensiunea medie si potentialul Zeta al particulelor
[225]. Pentru toate loturile de compozite magnetice obtinute (Figura 59) se constata ca
dimensiunea particulelor descreste pe masura ce creste concentratia surfactantului in solutie.

In privinta potentialului Zeta, se observa ca acesta nu se modifica semnificativ Tn
cazul compozitelor MCCs (Figura 59B) probabil datorita faptului ca atat chitosanul cat si
CTAB-ul prezinta sarcini pozitive pe suprafata, in timp ce pentru compozitele MPCs (Figura
59A), potentialul Zeta scade semnificativ concomitent cu cresterea concentratiei acestui
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surfactant in solutie. Tn cazul compozitelor MTCs (Figura 59C) nu se constata diferente
importante in valorile potentialului Zeta atunci cand creste concentratia de la 0,25 mg/mL la
0,5 mg/mL dar acesta creste semnificativ la concentratia de 1 mg/mL.
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Figura 59. Influenta concentratiei de surfactant asupra caracteristicilor particulelor
magnetice pe baza de chitosan A) MPCs; B) MCCs si C) MTCs

Referitor la modul cum poate influenta natura surfactantului folosit dimensiunea
particulelor, se constatd ca pentru toate cele trei concentratii folosite, cele mai mici
dimensiuni le prezinta lotul MCCs (Figura 59B).

IV.5.3. Influenta raportului masic chitosan/TPP asupra caracteristicilor
particulelor

Tn urma studiului bibliografic efectuat Tn prealabil, s-au utilizat trei rapoarte masice de
chitosan/agent de reticulare, si anume: 3/1 la 5/1 si 6/1, pentru fiecare surfactant in parte, si
s-a determinat atat dimensiunea medie cat si potentialul Zeta al particulelor obtinute Tn
scopul selectarii raportului optim chitosan/TPP care duce la formarea unor compozite
magnetice cu dimensiuni adecvate aplicatiei vizate. Analizdnd rezultatele obtinute (Figura
62) se poate concluziona ca particulele obtinute cu un raport Cs/TPP de 5/1 [229] au cele mai
mici dimensiuni, motiv pentru care acest raport a fost folosit pentru studiile ulterioare. Tn
privinta potentialului Zeta, valoarea acestuia a crescut cu cresterea raportului polimer/agent
de reticulare, aceste rezultate fiind Tn acord cu datele de literatura raportate pentru particule
simple de Cs/TPP [228].

Pentru toate rapoartele Cs/TPP studiate, s-au obtinut distributii bimodale ale
dimensiunii particulelor, Tn sensul ca, pe langa picul principal, care reprezinta dimensiunea
majoritatii particulelor obtinute, apare si un pic de intensitate mica, care reprezinta particule
de dimensiuni mult mai mici care se formeaza deoarece loturile de chitosan comerciale sunt
polidisperse [230].
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Figura 62. Influenta raportului masic chitosan/TPP asupra caracteristicilor
particulelor magnetice pe baza de chitosan: A) MPCs; B) MCCs si C) MTCs

IV.6. Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe baza de chitosan
si magnetita

Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe baza de chitosan s-a realizat prin
legarea biotinei pe suprafata particulelor prin formarea unei legaturi covalente amidice intre
gruparea amino a chitosanului si gruparea carboxil a biotinei (Figura 65). Reactia a fost
activata prin intermediul unui agent de complexare, o carbodiimida solubila in apa, EDAC
care are rolul de activator al gruparii carboxil a biotinei.
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Figura 65. Mecanismul de biotinilare al chitosanului
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IVV.7. Caracterizarea particulelor magnetice biotinilate pe baza de
chitosan si magnetita

IVV.7.1. Spectroscopia FT-IR

Spectrele FT-IR ale biotinei si ale particulelor biotinilate sunt prezentate in Figura 66.
Spectrul biotinei prezinta banda de la 3306 cm™ caracteristici pentru heterociclul
imidazolului [231]; picurile de la 2931 cm™ si 2850 cm™ corespund vibratiilor de deformare
si Intindere ale gruparii metilenice; banda de la 1639 cm™ este caracteristica vibratiei de
deformare a gruparii C-O; banda de la 1481 cm™ este specifica vibratiei de intindere a
gruparii COO" iar benzile de la 1316 cm™ si 1269 cm™ sunt caracteristice pentru vibratiile de
deformare a legaturii C—C din structura moleculei de biotina [231]. Tn spectrul particulelor
biotinilate (Figura 66) banda de absortie caracteristica pentru heterociclul imidazolic de la
3300 cm™ se suprapune cu benzile caracteristice gruparilor hidroxil din structura chitosanului
situate Tn aceeasi zona.
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Figura 66. Spectre FT-IR ale biotinei si ale particulelor
magnetice biotinilate pe baza de chitosan

De asemenea, in spectrele acestor particule (MPCsB, MCCsB si MTCsB) se pot
identifica doua benzi specifice legaturii amidice formate ntre gruparea carboxil a biotinei si
gruparea amino a chitosanului, la 1630 cm™ si 1530 cm™. Aceste benzi sunt caracteristice
vibratiilor de intindere a gruparii (C-O) si respectiv (-NH) si desi sunt prezente si n
spectrele compozitelor magnetice pe baza de chitosan, in spectrele particulelor biotinilate se
constata o intensificare a acestora care indica formarea unor noi legaturi amidice [232].
Prezenta picurilor din zona 1710 cm™ poate fi datorata formarii unor legaturi de tip ester
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intre gruparea carboxil a biotinei si gruparea hidroxil a chitosanului. Spectroscopia FT-IR
confirma astfel obtinerea particulelor magnetice biotinilate.

IV.7. 2. Spectroscopia de rezonanti magnetici de protoni (‘H-NMR)

Tehnica de spectroscopie de rezonanta magnetica de protoni a fost utilizata pentru a
confirma natura legaturilor chimice care s-au format ntre biotina si chitosan. Tn acest scop,
aceeasi reactie de biotinilare a fost realizata pe chitosan, pastrand aceleasi conditii si
parametri utilizati pentru reactia de biotinilare a paticulelor magnetice: raport molar Cs/B de
1/2 si B/EDAC de 1/1,5. Spectrele 'H-NMR ale biotinei, chitosanului si chitosanului
biotinilat sunt prezentate in Figura 67.

Figura 67. Spectre ‘H-NMR pentru A) chitosan, B) biotina si C) chitosan biotinilat

Tn spectrul *H-NMR a chitosanului (Figura 67B) se identifica tripletul de la 2,0-2,1
ppm care corespunde celor trei protoni ai gruparii metil din N-acetil glucozamina si picul de
la 3,1-3,2 ppm care reprezinta cei doi protoni ai gruparii amino. Semnalele protonilor non-

anomerici din structura chitosanului se pot observa in intervalul 3,5-4 ppm in timp ce
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protonul iminic din gruparea acetilata apare la 4,8 ppm pentru si la 4,6 ppm pentru gruparea
deacetilata [233].

Spectrul 'H-NMR al biotinei (Figura 67A) prezinta doi protoni de tip uree (H-1, H-2
la 6,35 ppm si 6,45 ppm), doi protoni din gruparea metin (H-3, H-4 la 4,3 ppm si respectiv
4,2 ppm), protonii din grupul metilen in zona 1.4-3.2 ppm si protonul din gruparea carboxil
de la 12 ppm .

Tn spectrul *H-NMR al chitosanului biotinilat (Figura 67C) se poate constata ci nu
apare protonul gruparii hidroxil din structura biotinei de la 12 ppm indicand ca biotina a
reactionat cu chitosanul si in plus apare un nou pic la 8-9 ppm caracteristic protonului din
legatura amidica nou formata intre gruparea amino a chitosanului si gruparea carboxil a
biotinei.

Spectroscopia de rezonanta magnetica de protoni (*H-NMR) a confirmat faptul ca
biotina formeaza legaturi amidice cu chitosanul, atunci cand reactia este condusa prin
intermediul unei carbodiimide solubile Tn apa, dar nu prezinta dovezi ale formarii si a unor
legaturi esterice.

IV.7.4. Determinarea dimensiunii  medii si a potentialului Zeta pentru
particulele biotinilate

Pentru biotinilare s-au selectat loturile MPCs, MCCs si, respectiv, MTCs preparate
n conditii de raport masic Cs/TPP de 5/1 si concentratie de surfactant in solutie de 1 mg/mL.
Reactia de biotinilare a fost condusa, intr-o prima etapa in conditii de raport molar Cs/B de
1/2 si raport molar B/EDAC 1/1,5. Dimensiunea medie si potentialul Zeta al particulelor
biotinilate sunt prezentate in Figura 68.
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Figura 68. Dimensiunile particulelor biotinilate si potentialul Zeta
(raport molar Cs/B 1/ 2, raport molar B/EDAC 1/1.5)
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Din analiza rezultatelor obtinute se constatd ca procesul de biotinilare determina
cresterea dimensiunii medii a particulelor. Aceasta crestere se manifesta diferit pentru fiecare
tip de tensioactiv utilizat la prepararea particulelor. Explicatia acestui fapt poate fi atribuita
atat legarii biotinei dar si capacitatii diferite a fiecarui surfactant folosit de a asigura
stabilitatea coloidald a particulelor inainte de biotinilare. Tn plus, dimensiunile medii ale
particulelor determinate prin tehnica DLS sunt calculate ca o medie ntre particulele cu
dimensiuni diferite, motiv pentru care de multe ori aceasta valoare poate fi mai mare decét
cea reala. Acest fapt este confirmat de valorile indicelui de polidispersitate al particulelor
magnetice pe baza de chitosan: 0,51 pentru lotul MPCsB; 0,49 pentru lotul MCCsB si
respectiv 0,36 pentru lotul MTCsB, valori ce indica existenta a mai multor populatii de
particule.

Referitor la valorile potentialului Zeta, dupa biotinilare acestea scad semnificativ,
pana la valori negative in cazul particulelor MTCsB, confirmand astfel ca o parte din
gruparile amino sunt implicate in legarea biotinei.

IV.7. 5. Microscopie electronica (TEM, SEM)

Morfologia particulelor biotinilate (MCsPB) a fost studiata prin tehnici de
microscopie. ImagineaTEM (Figura 69A) sugereaza ca procesul de biotinilare determina o
compactare a chitosanului pe suprafata magnetitei si confirma prezenta materialului
magnetic in interiorul particulelor biotinilate. Din imaginile SEM ale particulelor biotinilate
(Figura 69B) se poate constata o tendinta scazuta de aglomerare a particulelor MPCsB,
acestea puténd fi vizualizate ca particule bine delimitate [235]. Procesul de biotinilare nu
modifica morfologia particulelor iar dimensiunile particulelor MPCsB, aproximate din
tehnicile de microscopie electronica sunt in corelatie cu cele determinate prin tehnica DLS.

Figura 69. Imagini TEM (A) si SEM (B) ale particulelor biotinilate (MPCsB)
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IVV.7. 6. Determinarea proprietatilor magnetice

Proprietatile magnetice au fost determinate prin masurarea magnetizarii de saturatie si
prezentate Tn Figura 70. Pentru comparatie sunt prezentate si curbele de magnetizare ale
loturilor de magnetita si ale particulele magnetice pe baza de chitosan Thainte de biotinilare.

Valorile magnetizarii de saturatie pentru materialele studiate au fost: 69,34 emul/g,
43,65 emu/g si 48.11 emu/g pentru MP, MPCs si respectiv MPCsB (Figura 70A); 55,66
emu/g, 19,03 emu/g si 21.65 emu/g pentru MC, MCCs si respectiv MCCsB (Figura 70B) si
56,91 emu/g; 15,97 emu/g si 21,99 emu/g pentru MT, MTCs si respectiv MTCsB (Figura
70C). Deoarece pentru determinarile proprietatilor magnetice s-au folosit aceleasi cantitati de
materiale, scaderea magnetizarii de saturatie se poate explica in primul rand prin diferenta de
dimensiune a materialelor analizate. Tn al doilea rand aceastd scadere confirma prezenta
stratului de chitosan pe suprafata magnetitei. Aceste rezultate sunt corelate cu datele de
analiza elementala si difractogramele XRD.

Figura 70. Curbe de magnetizare pentru particulele
obtinute cu A) Pluronic F127, B) CTAB, C) Tween 20

Analizand curbele de magnetizare se constata ca particulele biotinilate nu prezinta
magnetizare remanenta si nu sunt caracterizate de histerezis. Aceste rezultate confirma ca
particulele biotinilate prezinta comportare superparamagnetica [236]. Comparand
magnetizarea de saturatie a particulelor Tnainte si dupa biotinilare se observa o usoara
crestere a magnetizarii de saturatie a particulelor biotinilate pentru toate cele probe analizate
care poate fi pusa pe seama proprietatilor diamagnetice ale biotinei si a distributiei acesteia
pe suprafata particulelor [237].

Particulele magnetice biotinilate obtinute prezinta magnetizare de saturatie adecvata
dar si comportament superparamagnetic, proprietati care le recomanda pentru aplicatii
biologice de separare magnetica.
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IVV.9. Determinarea continutului de biotina prin tehnica HABA-Avidina

Continutul de biotina a fost determinat prin tehnica HABA-Avidina pentru toate
loturile de particule biotinilate, preparate in diferite conditii de raport molar Cs/B si respectiv
raport molar B/EDAC si este prezentat in tabelul 10.

Din analiza datelor obtinute se poate consta ca cel mai mare grad de biotinilare
prezinta loturile de particule biotinilate preparate cu un raport molar teoretic de Cs/B de 1/2
si respectiv B/EDAC de 1/1,5. De asemenea, se constata ca gradul de biotinilare al celor trei
tipuri de particule are valori comparabile si este cuprins intre 238 x 10° mmoli/g particula si
297 x 10° mmoli/g particula.

Tabelul 10. Gradul de biotinilare a loturilor de particule biotinilate obtinute

Particula Raport molar  Raport molar Continut biotina
biotinilata Cs/B B/EDAC 10° x (mmoli/g particuli)
MPCsB 1/1 1/1,5 34
MPCsB 1/1,5 1/1,5 121
MPCsB 1/2 1/1,5 297
MPCsB 1/1,5 1/2 142
MPCsB 1/1,5 1/2,5 106
MPCsB 1/1,5 1/1 72
MCCsB 1/1 1/1,5 164
MCCsB 1/1,5 1/1,5 142
MCCsB 1/2 1/1,5 265
MCCsB 1/1,5 1/1 75
MCCsB 1/1,5 1/2 186
MCCsB 1/1,5 1/2,5 159
MTCsB 1/1 1/1,5 154
MTCsB 1/1,5 1/1,5 177
MTCsB 1/2 1/1,5 238
MTCsB 1/1,5 1/1 186
MTCsB 1/1,5 1/2 225
MTCsB 1/1,5 1/2,5 46
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IVV.10. Teste de redispersie a particulelor biotinilate Tn medii de interes
biologic

Aplicatia acestor particule magnetice ih mediul sangvin este sub forma de suspensii
injectabile, motiv pentru care se impune realizarea de teste de redispersii a acestor particule
Tn medii adecvate aplicatiei. Doua dintre mediile selectate au fost reprezentate de solutia de
glucoza (10 % wit) si serul fiziologic (0,9 % NaCl wt), tinand cont de faptul ca acestea se
folosesc in domeniul medical ca solutii injectabile. Celelalte medii au fost reprezentate de
trei solutii tampon: doua cu pH slab bazic si una cu pH slab acid: Tris pH = 7,4, tampon
fosfat pH = 7,4 si respectiv tampon fosfat pH = 5 (Rezultatele obtinute pentru aceste medii
nu sunt prezentate in acest rezumat). Pentru toate loturile de particule biotinilate s-au
determinat dimensiunea si potentialul Zeta, caracteristici care pot furniza informatii privind
comportamentul acestor particule in mediul sangvin.

Din analiza rezultatelor obtinute pentru loturile redispersate in solutie de glucoza 10%
(Figurile 82, 83) se poate observa ca dimensiunile particulelor variaza in limite cuprinse intre
1 um si 4 um, n timp ce potentialul Zeta are valori preponderent negative. Trebuie remarcat
faptul ca atat dimensiunea (cuprinsa intre 1-2 um) cét si potentialul Zeta (cuprinse ntre -10
mV si -2 mV) ale celor 3 loturi cu cel mai mare grad de biotinilare (MPCsB, MCCsB si
MTCsB) preparate la un raport molar Cs/ B de 1/2 si raport molar B/EDAC de 1/1,5) au
valori adecvate aplicatiei Tn mediul sangvin. Tn ser fiziologic (Figurile 84, 85) particulele
biotinilate analizate prezinta dimensiuni cuprinse intre 1 um si 3 pum si valori ale
potentialului Zeta care variaza intr-un domeniu mic de la-10 mV la5 mV,
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Figura 82. Dimensiunile medii si potentialul Zeta pentru particulele biotinilate (raport
molar Cs/B diferit) redispersate in solutie de glucoza 10 %
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Figura 83. Dimensiunile medii si potentialul Zeta pentru particulele biotinilate
(raport molar B/EDAC diferit) redispersate in solutie de glucoza 10 %
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Figura 84. Dimensiunile medii si potentialul Zeta pentru particulele biotinilate (raport
molar Cs/B diferit) redispersate in ser fiziologic
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Figura 85. Dimensiunile medii si potentialul Zeta pentru particulele
biotinilate (raport molar B/EDAC diferit) redispersate in ser fiziologic
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Ca o remarca suplimentara se constata ca si in ser fiziologic cele 3 loturi cu cel mai
mare grad de biotinilare prezinta dimensiuni si valori ale potentialului Zeta adecvate
aplicatiei in mediul sangvin.

Din punct de vedere al dimensiunii si sarcinii de suprafata necesare pentru aplicatiile
ulterioare ale particulelor biotinilate Tn mediul sangvin, loturile cu cel mai mare grad de
biotinilare prezinta caracteristici comparabile si adecvate injectarii, sugerand ca procesul de
biotinilare poate influenta pozitiv stabilitatea particulelor magnetice in mediul sangvin.

IV.11. Evaluarea caracteristicilor biologice ale particulelor biotinilate
IVV.11.1. Evaluarea in vitro a hemocompatibilitatii particulelor biotinilate

O caracteristica esentiala a particulelor magnetice cu aplicatii in tehnica de detoxifiere
sangvina este hemocompatibilitatea. Gorbet sugereaza ca hemocompatibilitatea se refera in
primul rand la raspunsul trombogen indus de material sau dispozitiv cand acesta este in
contact cu séangele, raspuns care include o serie de reactii imediate ale sangelui reprezentate
de formarea de trombi sau cheaguri care conduc, in final, la activarea mecanismului de
coagulare al séngelui [38].

Pentru a studia efectele particulelor biotinilate Tn contact cu sangele, s-au realizat teste
clinice conventionale de coagulare care au constat in masurarea timpului de protrombina
(TP), a indicelui de protrombina (IP) si a indicelui normalizat international (INI). Rezultatele
obtinute sunt prezentate in tabelul 11.

TP reprezinta timpul de declansare a procesului de coagulare, exprimat prin formarea
trombului Tn urma contactului sdngelui cu particulele magnetice biotinilate si evalueaza calea
extrinseca a coagularii. Acesta furnizeaza informatii privind prezenta si activitatea a cinci
factori ai coagularii (factorii 1, IlI, V, VII, si X). IP reprezinta valoarea timpului de
protrombina Tn raport cu o proba martor. Referitor la valorile normale ale INI, acestea sunt
cuprinse ntre 1-2.

Tabelul 11. Valorile TP si INI ale particulelor biotinilate

R Proba
Parametru Sange . MPCsB MCCsB MTCsB
etalon
TP (s) 16,30,10° 17,4¢0,25  15,5+0,22 14,6+0,43 16,3+0,24
IP (%) 54,0+0,23 48,4+0,18  60,0£0,10 67,6%0,30  54,3+0,34
INI 1,68+0,01 1,88£0,02  1,55+0,03 1,40+0,02  1,68+0,01

! valorile reprezinta media a trei determindri + deviatia standard %-sange diluat cu ser fiziologic (1/7 v/V)
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Valorile obtinute pentru particulele biotinilate (Tabelul 11) sunt comparabile cu cele

g o ==

INI) ceea ce indica ca particulele biotinilate nu afecteaza activitatea protrombinei si confirma
ca aceste particule sunt hemocomepatibile.

IVV.11.2. Evaluarea biocompatibilitatii particulelor biotinilate

IV.11.2.1. Evaluarea viabilitatii celulare prin microscopie confocala-metoda
directa

Biocompatibilitatea particulelor magnetice biotinilate (MPCsB, MTCsB) a fost
evaluata intr-o prima etapa prin tehnica viabilitatii celulare directe care consta n
vizualizarea celulelor endoteliale microvasculare dermale umane (HDMEC) dupa contactul
acestora cu particulele biotinilate. Morfologia celulelor a fost vizualizata prin tehnica de
microscopie confocala dupa marcarea cu compus fluorescent (calcein AM), dupa 48 ore si
respectiv 120 ore si analizata Tn raport cu o proba control (Figura 89).

Din analiza imaginilor se constata ca particulele magnetice biotinilate nu determina o
scadere a viabilitatii celulare; atat dupa 48 ore cat si dupa 120 ore, numarul celulelor viabile
este similar cu al controlului, particulele magnetice biotinilate nu afecteaza morfologia
celulelor si nu impiedica proliferarea acestora si confirma astfel ca aceste particule sunt
biocompatibile.
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Figura 89.Vizualizarea celulelor la 48 ore si 120 ore in comparatie cu o proba control
IV.11.2.2. Evaluarea viabilitatii celulare prin tehnica MTS

Biocompatibilitatea particulelor biotinilate a fost evaluata si prin tehnica MTS care se
bazeaza pe cuantificarea spectrofotometrica a cantitatii de formazan produsa de celulele
viabile, cantitate care este direct proportionala cu numarul de celule viabile. Rezultatele
testului MTS pentru loturile MPCsB si MTCsB sunt prezentate in Figura 90.
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Analizand datele obtinute se poate observa ca cele doua loturi nu afecteaza
viabilitatea celulara, care prezinta valori comparabile dupa 72 ore si aceeasi tendinta de
crestere in timp, indicand astfel ca particulele biotinilate sunt materiale biocompatibile.
Rezultatele obtinute Tn urma evaluarii biocompatibilitatii prin cele doua metode, coroborate
cu datele obtinute la testele de hemocompatibilitate indica ca aceste particule magnetice
biotinilate pot fi utilizate Tn aplicatii biomedicale, si Tn special in aplicatii ce vizeaza mediul
sangvin.
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Figura 90. Viabilitatea celulara a loturilor MPCsB si MTCsB

IV.12. CONCLUZII

1. S-au obtinut particule magnetice biotinilate pe baza de chitosan, in 3 etape.
Analiza XRD a confirmat ca materialele magnetice preparate sunt reprezentate de cristale de
magnetita pura cu o dimensiunea medie a cristalelor de ordinul a 10 nm. Prin tehnica TEM a
fost evidentiata formarea particulelor de magnetita cu dimensiuni de ordinul a 10nm si forma
cvasiferica stabilizata de surfactant. Potentialul Zeta are valori negative pentru particulele de
magnetita stabilizate prin adaugarea de surfactanti neionici si pozitivi in cazul celui cationic.
Analiza proprietatilor magnetice confirma faptul ca loturile de magnetita preparate prezinta
comportare superparamagnetica.

2. Particule magnetice au fost acoperite cu un strat de chitosan, prin procesul de
gelifiere ionica utilizdnd ca agent de reticulare tripolifosfatul de sodiu (TPP). Spectrele
compozitelor releva atat benzile caracteristice ale chitosanului cat si ale magnetitei,
evidentiind astfel prezenta magnetitei in matricea polimerica. Analiza elementala confirma
acoperirea particulelor magnetice cu chitosan si indica ca particulele preparate contin
aproximativ 50 % polimer. Dimensiunea medie a particulelor creste cu masa molara a
chitosanului (in concordanta cu alte rezultate raportate in literatura), scade cu cresterea
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concentratiei tensioactivulul si creste usor cu raportul masic chitosan/TPP. Potentialul Zeta
depinde de aceeasi parametrii mentionati anterior.

3. Biotinilarea particulelor magnetice s-a realizat prin formarea unei legaturi
covalente amidice intre gruparea amino a chitosanului si gruparea carboxil a biotinei;
particulele biofunctionalizate au fost caracterizate din punct de vedere structural si
morfologic. S-au determinat dimensiunile medii, potentialul Zeta si proprietatile magnetice
ale acestor particule. Tehnicile de spectroscopie (‘H-NMR si FT-IR) au confirmat reactia de
legare a biotinei pe chitosan. Tn urma procesului de biotinilare dimensiunea particulelor a
crescut in timp ce potentialul Zeta al acestora a scazut dar caracteristicile raman in domeniul
de valori adecvat aplicatiilor in contact cu fluidul sangvin. Tehnicile de microscopie
electronica indica ca particulele biotinilate contin magnetita si ca procesul de biotinilare nu
modifica morfologia acestora.

4. Procesul de biotinilare nu afecteaza comportamentul superparamagnetic al
particulelor acestea pastrand aceleasi proprietati magnetice. Particulele magnetice biotinilate
prezinta proprietati magnetice excelente (magnetizare de saturatie ridicata si comportament
superparamgnetic) si propietati biologice adecvate (hemo- si biocompatibilitate), pot fi
formulate ca suspensii injectabile, caracteristici care le recomanda pentru aplicatii in contact
cu sangele.
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CAPITOLUL V

PARTICULE MAGNETICE BIOTINILATE PE BAZA DE
PSI-b-PEG SI MAGNETITA

In ultimii ani s-a manifestat un interes deosebit pentru obtinerea de polimeri
biodegradabili si biocompatibili pe baza de poli (a-hidroxil acizii) si poli(a-amino acizii) cu
aplicatii biomedicale si farmaceutice. Materialele polimerice sintetice cu potentiale aplicatii
in medicina trebuie sa Tndeplineasca urmatoarele cerinte: biocompatibilitate, hidrofilie, o
cinetica adecvata de degradare iar produsii de degradare sa nu fie toxici. Cele mai utilizate
biomateriale hidrofile contin poli(etilenglicol) (PEG) cu unitatea structurala -CH,—~CH,—O-.
PEG este un polimer liniar, de tip polieter, cu diverse mase molare, solubil in apa si in
majoritatea solventilor organici. PEG este utilizat in aplicatii medicale datorita bio- si

-

de a forma sisteme binare n solutii apoase cu alti polimeri sau saruri (PEG — dextran, PEG —
sulfati sau fosfati). Aceasta proprietate are aplicatii Tn separarea si purificarea materialelor
biologice precum: proteine, enzime, virusi, cloroplaste, acizi nucleici, celule de origine
animala sau vegetald. Tn acelasi timp polimerul este netoxic, retine o cantitate mare de apa,
Tsi mentine activitatea enzimatica si biologica chiar dupa ce este cuplat cu enzime, proteine
si diferite medicamente. Grefarea PEG-ului pe suprafete solide are ca efecte diminuarea
adsorbtiei de proteine, a adeziunii celulare si a plachetelor sangvine [238].

Polimerii sintetici utilizati Tn aplicatiile biomedicale trebuie sa prezinte grupe
functionale care sa permita legarea covalenta a medicamente sau alte substante active din
punct de vedere biologic. PEG-ul nu raspunde acestei cerinte, motiv pentru care acest
polimer a fost combinat cu alti polimeri sintetici ce contin diverse grupe functionale.
Polimerii sintetici ce contin resturi de aminoacizi in lantul principal sau n cel lateral, sunt
exemple de polimeri cu functionalitati multiple utilizati Tn domeniul biomedical.

Poli(acidul aspartic) (PAS), apartinand familiei polipeptidelor sintetice, este un
polimer solubil Tn apa, biocompatibil si biodegradabil. Datorita prezentei grupelor
carboxilice, PAS prezinta cateva asemanari in privinta proprietatilor chimice cu poli(acidul
utilizat cu succes in medicina, cosmetica si industria alimentara.

Tn particular, poli(succinimida) (PSI) ca produs intermediar in sinteza poli(acidului
toxicitate, este unul dintre cele mai promitatoare suporturi macromoleculare.

Combinarea in compozitia unui copolimer a caracteristicilor de hidrofilie a PEG-
ului si hidrofobie datorata PSI-ei este importanta pentru potentialele aplicatii biologice si
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farmaceutice, ce necesita solubilizare Tn mediu apos si capacitatea de a furniza locuri pentru
functionalizari ulterioare de-a lungul lantului macromolecular.

Acest capitol este dedicat prezentarii rezultatelor obtinute Tn prepararea si
caracterizarea particulelor magnetice pe baza de PSI-b-PEG si magnetita. Particulele
magnetice pe baza PSI-b-PEG si magnetita au fost preparate anterior iar Tn cadrul acestei
lucrari s-a realizat biotinilarea si ulterior functionalizarea acestora cu streptavidina.

V.1. Prepararea particulelor magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-
PEG si magnetita

Biotinilarea particulelor magnetice pe baza de PSI-b-PEG si magnetita s-a realizat
prin legarea biotinei pe suprafata particulelor magnetice activand reactia cu o carbodiimida
solubila in apa, EDAC care conduce la formarea unei legaturi covalente esterice intre
gruparea hidroxil a PEG-ului si gruparea carboxil a biotinei (Figura 91).
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Figura 91. Reactia de biotinilare a PSI-b-PEG

Gradul de biotinilare al particulelor magnetice pe baza de PSI-b-PEG si magnetita
este dependent atat de numarul de grupari functionale terminale de tip hidroxil ale PEG-ului
cat si de modul de dispunere al copolimerului pe suprafata materialului magnetic, ultimul
putdand influenta accesibilitatea gruparilor hidroxil si, implicit, cantitatea de biotina
imobilizata.
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V.2. Caracterizarea particulelor magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-
PEG si magnetita

V.2.1. Spectroscopia FT-IR

Spectre FT-IR ale biotinei, copolimerului PSI-b-PEG si ale particulelor magnetice pe
baza de PSI-b-PEG Tnainte si dupa reactia de biotinilare sunt prezentate in Figura 93.
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Figura 93. Spectre FT-IR ale biotinei, PSI-b-PEG, MPPs, MPPsB, MPPy; si MPP1;B

Spectru FT-IR al copolimerului PSI-b-PEG este caracterizat prin prezenta benzilor
caracteristice pentru ambii compusi, atat PSI cat si PEG si confirma prepararea cu succes a
copolimerului bloc. Astfel, Tn urma analizei spectrului acestui compus se evidentiaza mai
multe aspecte, prezentate Tn continuare. Tn regiunea 900 cm™ - 1700 cm™ sunt prezente
benzile de la 1663 cm™ (amida 1) si 1534 cm™ (amida I1) din structura PSI si banda de la 953
cm™ caracteristica legaturii C-O din structura PEG-ului, Tn timp ce n regiunea 3200cm™ -
3600 cm™ sunt prezente numeroase benzi care se suprapun. Astfel, n aceasti zona apare o
banda ascutita la 3407 cm ™, care este atribuita vibratiilor v (N-H) ale grupei imidice si se
suprapune peste o banda larga situata in regiunea 3200 cm™ — 3600 cm ™ ce apare ca urmare
a vibratiilor de intindere ale gruparilor hidroxil. Tn aceeasi zona se regaseste si banda
cuprinsa intre 3440 cm™ — 3424 cm™, banda caracteristica vibratiilor de ntindere ale
legaturii de hidrogen intramoleculare (O-H) din structura PEG-ului. Doua benzi proeminente
de la ~1716 cm™ si 1393 cm™, Tmpreuna cu o banda cu intensitate mai scazuta de la ~1793
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cm * sunt caracteristice imidelor si sunt datorate structurii inelului succinimic. PSI a rezultat
in urma polimerizarii acidului L-aspartic cu deschiderea ciclului, deschidere evidentiata de
benzile amidice de ~1663 cm™* si semnalele gruparii libere carboxil de la ~1393 cm™.
Rezultate FTIR sunt in conformitate si cu datele bibliografice, pentru aceste tipuri de legaturi
[239].

Spectrul PSI-b-PEG prezinta banda de la ~1080 cm™ ce corespunde deformarii in
plan a gruparii O-H, benzile de la 1099 cm™ si 1257 cm™ pentru vibratiile simetrice ale C-O
si respectiv ale (C-O-C) precum si benzile de la 1393 cm™ pentru vibratiile C-H din
structura PEG. Toate vibratiile caracteristice legaturii C—H sunt situate la 2946 cm™.

Tn spectrele particulelor magnetice pe bazi de PSI-b-PEG sunt prezente atat benzile
caracteristice pentru copolimer cat si benzile specifice componentei magnetice si confirma
prepararea cu succes a compozitelor magnetice. Componenta magnetica este reprezentata de
benzile din regiunea 400 cm™ — 700 cm™ (453 cm™, 553 cm™, 585 cm™ si 678 cm™) asociate
cu vibratiile de intindere si torsiune ale legaturii Fe-O [240].

Tn spectrele particulelor biotinilate nu se observa modificari semnificative ale benzilor
caracteristice, decat Tn regiunea 3200 cm™ - 3500 cm™ datorita faptului ca o parte din
gruparile hidroxil ale PEG-ului sunt implicate in legarea biotinei pe suprafata prin
intermediul legaturilor esterice si Tn zona 2800 cm™ — 2900 cm™, unde se observa o
intensificare a benzilor daorita introducerii unor noi grupari metilenice ce apartin biotinei.

V.2.2. Spectroscopia de rezonanti magnetici de protoni (‘H-NMR)

Tehnica de spectroscopie de rezonanta magnetica de protoni a fost utilizata pentru a
confirma natura legaturilor chimice care s-au format ntre biotina si PSI-b-PEG. Tn acest
scop, aceeasi reactie de biotinilare a fost realizata pe copolimerul PSI-b-PEG pastrand
conditiile gi parametrii utilizati pentru reactia de biotinilare a paticulelor magnetice: raport
masic Cs/B de 1/5 si BIEDAC de 1/1,5. Spectrele *H-NMR ale biotinei, PSI-b-PEG si PSI-
b-PEG biotinilat sunt prezentate in Figura 94. Spectrul *"H-NMR al biotinei (Figura 94A) a
fost discutat in sectiunea IV.7.2.

In spectrul 'H-NMR al copolimerului (Figura 94B) se disting: semnalele din
regiunile 2,5 ppm - 2,8 ppm si 3,1 ppm — 3,25 ppm care sunt atribuite protonilor metilen din
structura succinimidei, respectiv etilen glicolului; semnalele din regiunea 3,6 ppm - 3,8 ppm
si 5,25 ppm -5,5 ppm sunt caracteristice protonilor metin in timp ce protonii din gruparea
amida formata prin deschiderea ciclului succinic dau semnale caracteristice situate Tn
regiunea 7,9 ppm, 8,1 ppm, 8,3 ppm, 8,7 ppm [241]. Semnalul de la 3,38 ppm este atribuit
protonului gruparii hidroxil a PEG-ului.

Tn spectrul *'H-NMR al copolimerului biotinilat se observa urmatoarele modificari:
intensitatea semnalului protonului gruparii hidroxil de la 3,38 ppm scade in intensitate fata
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de spectrul copolimerului Tnainte de biotinilare, in spectrul copolimerului biotinilat
identificandu-se doar un ,,umar” care indica existenta unui numar mic de grupari hidroxil
libere n structura copolimerului biotinilat. Rezultatele indica faptul ca gradul de esterificare
al gruparilor hidroxil si implicit gradul de biotinilare nu este total. Tn plus, in spectrul *H-
NMR al copolimerului biotinilat apar semnale noi in regiunea 0,5 ppm -1,7 ppm, semnale
care sunt atribuite protonilor celor patru grupari metilen ale biotinei si se intensifica
semnalele din regiunea 4 ppm - 5 ppm, datorita introducerii unor noi grupari —CH-, ale
biotinei. Rezultatele spectroscopiei de rezonanta magnetica de protoni confirma formarea
copolimerului PSI-g-PEG biotinilat in urma legarii biotinei prin intermediul legaturilor
esterice formate intre gruparile hidroxil ale PEG-ului si gruparea carboxil a biotinei [242].

Figura 94. Spectre *H-NMR ale A) biotinei, B) PSI-b-PEG si C) PSI-b-PEG
biotinilat
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V.2.3. Determinarea dimensiunii medii si a potentialului Zeta pentru particulele
biotinilate

Dimensiunile medii si potentialul Zeta al particulelor magnetice pe baza de PSI-b-
PEG si magnetita tnainte si dupa biotinilare sunt prezentate in Figura 95.
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Figura 95. Dimensiunile si potentialul Zeta pentru particulele magnetice
pe baza de PSI-b-PEG si magnetita

Din analiza rezultatelor obtinute se constata ca procesul de biotinilare nu a determinat
o modificare semnificativa a dimensiunii medii a particulelor. Biotina este 0 molecula cu
volum molecular redus si, prin urmare, fixarea acesteia pe particula nu determina variatii
esentiale de dimensiune ale acestora. Toate loturile de particule prezinta dimensiuni de
ordinul a 500 nm si valori negative ale potentialului Zeta, cu mentiunea ca pentru particulele
biotinilate se constata o tendinta de crestere a valorii acestui potential. Aceasta tendinta
confirma ca o parte din gruparile hidroxil terminale ale PEG-ului au fost implicate in legarea
biotinei prin formarea unor legaturi esterice [243].

Variatia potentialului Zeta s-a manifestat diferit pentru cele doua tipuri de particule,
constatandu-se o tendinta de crestere a potentialului Zeta mult mai pronuntata in cazul
lotului MPP4,B, fapt care confirma ca reactia de biotinilare este dependenta de concentratia
PEG de pe suprafata particulelor magnetice. Aceasta tendinta sugereaza ca lotul MPP,,B
prezinta un grad de biotinilare mai ridicat.

Caracteristicile DLS ale particulelor biotinilate indica faptul ca gradul de biotinilare
al particulelor nu este total si sunt corelate cu rezultatele analizelor de spectroscopie (FT-IR
si 'H-NMR) .
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V.2.4. Determinarea continutului de biotina prin tehnica HABA-Avidina

Continutul de biotina de pe particulele magnetice a fost determinat prin tehnica
HABA-Avidina si este prezentat Tn Tabelul 12. Din analiza datelor obtinute se observa ca
gradul de biotinilare al particulelor este cuprins intre 140 x 10° mmoli/g si 210 x 107
mmoli/g. Se constata, de asemenea, ca valorile continutului de biotina sunt diferite pentru
cele doua loturi de particule biotinilate, cel mai mare grad de biotinilare Tnregistrandu-se
pentru lotul MPPsB, motiv pentru care acest lot a fost selectat pentru imobilizarea ulterioara
a streptavidinei. Rezultatele obtinute prin tehnica HABA-Avidina sunt in corelatie cu datele
obtinute prin celelalte analize prezentate anterior.

Tabelul 12. Gradul de biotinilare al particulelor magnetice

Particula Continut biotina

biotinilata 10° x (mmoli/g particuli)
MPP:B 210
MPP;,B 140

V.2.5. Microscopie electronica (TEM, SEM)

Morfologia particulelor biotinilate a fost studiata prin tehnici de microscopie
electronica. Din analiza imaginii TEM a lotului MPP;B (Figura 96) se poate observa ca
compozitul magnetic biotinilat este format din mai multe particule de magnetita (zonele mai
inchise la culoare) incorporate intr-un strat de copolimer biotinilat (zonele mai deschise la
culoare).

Figura 96. ImagineTEM a lotului MPP1;B
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Tehnica SEM a fost utilizata pentru a studia comparativ morfologia particulelor
magnetice pe baza de PSI-b-PEG, Tnainte (lotul MPP,,) si dupa biotinilare (lotul MPP,B).
Din imaginea SEM a lotului MPPy; (Figura 97A) se observa prezenta copolimerului care
acopera uniform particulele de magnetita, confirmand astfel capacitatea copolimerilor de tip
bloc de a Tncorpora materiale magnetice. Desi au 0 structura compozita, nu se observa o
limita de separare al celor doua faze, fapt care indica ca materialul magnetic a fost acoperit
uniform de catre copolimer. Prezenta unor aglomerari de particule poate fi datorata
interactiunilor de tip particula-particula. Dupa biotinilare (Figura 97B), morfologia
particulelor nu se modifica. Imaginile SEM confirma rezultatele obtinute prin tehnica DLS
(legarea biotinei pe suprafata particulelor magnetice nu determina o modificare semnificativa
a dimensiunii particulelor).

Figura 97. Imagini SEM: A- MPPy;, B-MPP1:B

Diametrul mediu al particulelor determinat din imaginile SEM este de 200 nm - 300
nm; valorile sunt mai mici decét cele determinate prin tehnica DLS (500 nm), diferenta fiind
data de faptul ca prin tehnica imagistica se determina dimensiunea particulelor in stare
uscata.

V.2.7. Analiza prin difractie cu raze X (XRD)

Particulele magnetice biotinilate preparate (MPPsB si MPP,,B) au fost analizate prin
difractie cu raze X pentru a identifica tipul de material magnetic care s-a format, structura sa
cristalografica si dimensiunea cristalelor formate. Difractogramele XRD ale particulelor
magnetice biotinilate (MPP;B si MPPsB) sunt prezentate in Figura 100. Ambele probe
analizate prezinta unghiurile de difractie 20 caracteristice pentru magnetita, si anume: 30,3°;
35,6°; 43,4°; 53,5°; 57,4° si 62,8° care pot fi indexate planurilor (220), (311), (400), (422),
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(511), si (440) apartinand unei celule cubice. Tn plus, se constata prezenta unghiului 26 de la
18° care este atribuit copolimerului. Aria larga delimitata de unghiuri indica faptul ca
cristalele de magnetita formate au dimensiuni mici [202], in timp ce intensitatea unghiului de
difractie maxim confirma existenta unei singure faze pure, de magnetita [203]. Analiza XRD
confirma astfel, ca particulele magnetice preparate contin cristale de magnetita pura. Din
analiza comparativa a intensitatilor unghiurilor de difractie se observa o diferenta
semnificativa intre cele doua loturi de particule biotinilate, sugerand existenta unui
continutul diferit de magnetita al loturilor respective. Astfel, continutul de magnetita al
lotului MPPy,B este de aproximativ de 2 ori mai mare decat continutul in magnetita al lotului
MPPsB. Rezultatele sunt corelate cu datele obtinute in urma analizei termogravimetrice, si se
considera a fi datorate indepartarii unei parti din faza organica (in special PEG) in timpul
procesului de biotinilare.

Figura 100. Difractogramele XRD ale particulelor biotinilate, MPPsB si MPP,B
V.2.8. Determinarea proprietatilor magnetice

Curbele de magnetizare ale particulelor magnetice pe baza de PSI-b-PEG, inainte si
dupa biotinilare, sunt prezentate in Figura 101. Valoarea magnetizarii de saturatie este
determinata de cantitatea de magnetita din compozitia particulelor; pentru lotul MPPs se
inregistreaza o valoare a magnetizarii de saturatie de 7,49 emu/g in timp ce pentru lotul
MPP,; magnetizarea de saturatie este de 10,29 emu/g. Din analiza valorilor magnetizarii de
saturatie ale particulelor magnetice Tnainte si dupa biotinilare se constata ca Tnh urma
procesului de biotinilare magnetizarea de saturatie creste de la 7,49 emu/g la 12,70 emu/g
pentru lotul MPPsB respectiv de la 10,29 emu/g la 23,58 emu/g pentru lotul MPPy;B,
Cresterea mult mai semnificativa a magnetizarii de saturatie lotului MPP,,B este corelata cu
datele obtinute prin analiza termogravimetrica si difractogramele XRD.
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De asemenea, se confirma, ca si in cazul particulelor magnetice biotinilate pe baza de
chitosan ca proprietatile diamagnetice ale biotinei pot determina cresterea capacitatii maxime
a unui material de a se magnetiza.

Din analiza curbelor de magnetizare se constata ca particulele magnetice preparate nu
prezinta  magnetizare  remanenta.  Aspectul  cubelor indici  comportamentul
superparamagnetic al particulelor, aceasta caracteristica fiind data de dimensiunea foarte
mica a particulelor de magnetita Tnglobata in copolimer. Procesul de biotinilare nu afecteaza
comportamentul superparamagnetic al particulelor acestea pastrand aceeasi caracteristica si
dupa biotinilare.
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Figura 101. Curbe de magnetizare pentru particulele
MPPs, MPP1;, MPPsB si MPP,B.

V.3. Teste de redispersie a particulelor biotinilate Tn medii de interes
biologic

Deoarece se urmareste ca aplicarea particulelor magnetice in mediul sangvin sa se
realizeze sub forma de suspensii injectabile se impune efectuarea de teste de redispersii a
acestor particule in medii de interes biologic. Astfel, testele de redispersie ale particulelor
biotinilate s-au realizat Tn doua medii comune care se folosesc in domeniul medical ca solutii
injectabile si anume: serul fiziologic 0, 9 % NaCl si solutia de glucoza 10 %. S-au determinat
dimensiunea si potentialul Zeta al particulelor biotinilate redispersate iar rezultatele obtinute
sunt prezentate n Figura 102.
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Dimensiunea medie a particulelor biotinilate redispersate in cele doua medii este
cuprinsa in intervalul 500 nm - 700 nm, dimensiune adecvata aplicatiei particulelor
magnetice Tn mediul sangvin. Aceasta caracteristica confirma potentialul acestor particule de
a fi formulate ca suspensii injectabile. Tn privinta potentialului Zeta, toate loturile de
particule au prezentat valori cuprinse intre ale -18 mV si -15 mV, cu mentiunea ca valorile
diferite ale potentialului Zeta sunt datorate interactiunii particulelor biotinilate cu ionii
prezenti in mediile de redispersie.
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Figura 102. Dimensiunile si potentialul Zeta pentru particulele biotinilate
redispersate in ser fiziologic (MPPsBs si MPP11Bs) si glucoza (MPPsBg si MPP;,Bg)

V.4. Evaluarea caracteristicilor biologice ale particulelor biotinilate
V.4.1. Determinarea in vitro a hemocompatibilitatii particulelor biotinilate

Aplicatia acestor particule presupune utilizarea lor in mediul sangvin, motiv pentru
care o caracteristica necesara a acestor particule vizeaza in primul rand hemocopatibilitatea
acestora [247]. Orice modificare a procesului de coagulare in urma contactului cu diferite
tipuri de materiale reprezinta o indicatie a interactiunii acestor materiale cu componentele
sangvine care pot duce la activarea raspunsului trombogenic [248]. Pentru a studia efectele
particulelor biotinilate in contact cu sangele, s-au determinat o parte din indicatorii coagularii
sangelui: timpul de protrombina (TP), timpul de protrombina partial activata (aPTT) si
indicele normalizat international (INI). Rezultatele obtinute sunt prezentate n tabelul 13.
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Tabelul 13. Valorile TP, aPTT, INI si ale particulelor biotinilate

R Proba
Parametru Sange - MPP:B MPP,,B
etalon
TP (s) 15.80+£0.20* 16.30+0.25 17.40+0.20 16.73+0.98
aPTT(s) 45.80+0.20 45.40+0.18 48.65+0.25 48.00+1.00
INI 1.39+0.02 1.44+0.03  1.56+0.02 1.49£0.10
Fibrinogen (mg/dL) 258 258 258 258

' _ valorile reprezinti media a trei determinari + deviatia standard *-sange diluat cu ser fiziologic
(277 viv)

Valorile Tnregistrate pentru plasma si proba etalon, care este reprezentata de sange in
contact cu ser fiziologic, sunt prezentate pentru comparatie. TP evalueaza calea extrinseca si
calea comuna de activare a coagularii sangelui Tn timp ce aPTT evalueaza calea intrinseca si
calea comuna a coagularii.

Din analiza datelor obtinute se constata ca nu exista modificari semnificative ntre
valorile TP si aPTT ale ambelor probe si valorile plasmei si ale probei etalon. Rezultatelor
obtinute indica o buna compatibilitate a particulelor biotinilate cu mediul sangvin.

Atunci cand un material este adus Tn contact cu sangele, primul fenomen care apare
este reprezentat de adsortia nespecifica a proteinelor pe suprafata materialului [41]. Una
dintre cele mai importante proteine care se adsorb pe suprafata materialului si induce ulterior
adeziunea plachetara care declanseaza raspunsul trombogenic este reprezentata de
fibrinogen. Aceasta proteina este convertita in fibrina insolubila care determina formarea
trombusului [45,249]. Cu scopul de a evalua adsorbtia proteinelor pe suprafata particulelor
biotinilate, fibrinogenul plasmatic a fost determinat, Tnainte si dupa contactul particulelor
biotinilate cu sangele. Din analiza rezultatelor obtinute, prezentate in tabelul 12 se poate
observa ca valoarea fibrinogenului plasmatic nu se modifica dupa contactul particulele
biotinilate cu sangele, fapt care indica ca aceste particule nu determina adsorbtia
fibrinogenului plasmatic, atat datorita prezentei biotinei pe suprafata particulelor cét si a
PEG-ului, a carui hemocompatibilitate a fost deja demonstrata. Tn plus, diverse studii
raportate evidentiaza faptul ca adsorbtia fibrinogenului este mult mai scazuta pe materialele
hidrofile precum PEG, decat pe materiale hidrofobe [250]. Datele obtinute confirma ca
particulele biotinilate pe baza de PSI-b-PEG sunt hemocompatibile.

V.5. CONCLUZII

1. S-au obtinut particule magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-PEG si magnetita
prin imobilizarea biotinei pe suprafata particulelor magnetice prin intermediul legaturilor
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covalente de tip ester intre gruparea hidroxil terminala a PEG-ului si gruparea carboxil a
biotinei.

2. Datele de spectroscopie FTIR pentru particulele magnetice biotinilate releva atat
benzile caracteristice copolimerului cat si cele ale magnetitei oferind astfel dovezi ale
prezentei magnetitei Tn matricea copolimerica. Spectroscopia de rezonantd magnetica de
protoni a confirmat natura chimica a legaturii dintre biotina si copolimerul PSI-b-PEG.

3. Procesul de biotinilare nu a determinat o modificare semnificativa a dimensiunii
medii a particulelor, aceste particule prezentdnd dimensiuni de ordinul a 500 nm, dar a
determinat o crestere a potentialului Zeta, ceea ce indica ca o parte din gruparile hidroxil
terminale ale PEG-ului sunt implicate Tn legarea biotinei. Gradul de biotinilare este diferit
pentru cele doua loturi de particule biotinilate, cel mai mare grad de biotinilare inregistrandu-
se pentru lotul MPP:B, lot care a fost selectat pentru imobilizarea ulterioara a receptorului
pentru toxina (streptavidina).

4. Datele de microscopie electronica TEM au confirmat formarea de compozit
magnetic biotinilat, compus din mai multe particule de magnetita incorporate intr-un strat de
copolimer PSI-b-PEG-Biotina. Imaginile SEM au evidentiat faptul ca dupa biotinilare,
morfologia particulelor nu se modifica si ca dimensiunea medie a particulelor magnetice
biotinilate pe baza de PSI-b-PEG, in stare uscata este de aproximativ 200-300nm.

5. Analiza XRD a confirmat ca loturile de particulele magnetice biotinilate preparate
contin cristale de magnetita pura cu un continut diferit in magnetita, determinat de conditiile
preparative.

6. Particulele  magnetice  biotinilate  obtinute  prezinta = comportament
superparamagnetic si magnetizare de saturatie adecvata aplicatiilor in contact cu fluidul
sangvin, pot fi formulate ca suspensii injectabile si sunt hemocompatibile, proprietati care le
recomanda pentru aplicatii biologice de separare magnetica a toxinelor circulante.
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CAPITOLUL VI
EVALUAREA PERFORMANTELOR PARTICULELOR
MAGNETICE FUNCTIONALIZATE TN DETOXIFIEREA
SANGELUI

Analize detaliate structurale ale sistemului biotina-SA au demonstrat ca afinitatile
ridicate ale acestui sistem se bazeaza pe multiple legaturi de hidrogen, cuplate cu
interactiunile hidrofobe create de resturile aromatice [251]. Tntre biotina si SA se formeaza 8
legaturi de hidrogen, dintre care Tn 6 dintre ele este implicat ciclul ureic astfel: atomii de
oxigen ai gruparii ureido a biotinei formeaza trei legaturi de hidrogen cu aminoacizii
asparagina-23 serina-2 si tirozina-43; gruparile NH formeaza legaturi de hidrogen cu
aminoacizii serina-45 si respectiv acidul aspartic-128 si o legatura de hidrogen se formeaza
prin intermediul tioeterului cu aminoacidul tirozina-90. Celelalte 2 legaturi de hidrogen le
formeaza restul lateral valerianic astfel: una dintre ele cu lantul principal N-H al
aminoacidului asparagina-49 si cealalta cu aminoacidul serina-88.

Locul specific de legare al biotinei din structura SA este format din patru lanturi de
triptofan, dintre care 3 sunt situate pe o unitate monomerica (Triptofan-79, Triptofan-92 si
Triptofan-108) iar al patrulea (Triptofan-120) este situat pe o unitate monomerica adiacenta
(Figura 104A) si are rolul de a fixa irevesibil biotina. Referitor la natura interactiunilor care
apar in urma legarii biotinei, sunt emise ipoteze diferite legate de natura coordinativa sau

necoordinativa a interactiunilor [252].
m
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Figura 104. Modul de legare al biotinei de SA: A. Lanturile hidrofobe prezente in locul de
legare al biotinei din structura SA: Triptofan-79, Triptofan-92 si Triptofan-108 dintr-un
monomer si Triptofan-120 (linie punctata) din structura momomerului adiacent si B.
Legaturile de hidrogen dintre biotina si streptavidina.
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Desi SA prezinta o structura preorganizata pentru a furniza locuri specifice de
interactiune cu biotina, dupa principiul “lacat-cheie”, dupa imobilizarea biotinei, Tn structura
SA pot avea loc modificari structurale care pot conduce la dezactivarea receptorului (Figura
a interactiunilor cu modificari structurale se diminueaza si permit receptorului sa raméane
disponibil pentru interactiuni ulterioare cu diversi compusi, precum toxinele sangvine [253].
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Figura 105. Interactiunile dintre biotina si SA

Din punct de vedere al aplicatiilor, este unanim acceptata teoria conform careia,
modificarea lantului valerian nu influenteaza semnificativ afinitatea dintre biotina si SA. Tn
plus, in cele mai multe cazuri materialele biotinilate au capacitatea de pastra proprietatile lor
biologice si fizico-chimice. Aceastd caracteristicica permite biotinilarea oricarei
macromolecule si nteractiunea acesteia cu SA, cu pastrarea proprietatilor intacte ale
receptorului [254].

Capitolul 6 al lucrarii prezinta rezultatele obtinute privind functionalizarea cu
streptavidina a celor doua tipuri de particule magnetice biotinilate. Functionalizarea
particulelor magnetice s-a realizat prin intermediul legaturilor de mare afinitate de tip ligand-
receptor. Particulele magnetice functionalizate preparate au fost caracterizate din punct de
vedere al dimensiunii si incarcarii electrice a suprafetei iar cantitatea de streptavidina
imobilizata pe particulele magnetice a fost determinata prin spectroscopia UV-VIS.

De asemenea, acest capitol este dedicat evaluarii performantelor particulelor
magnetice functionalizate ca agenti de detoxifiere extracorporeala a sangelui, ceea ce
constituie obiectivul principal al acestei lucrari. Particulele magnetice functionalizate au
fost testate din punct de vedere al performantelor de captare a unei toxine model. Toxina
model selectata a fost reprezentata de peroxidaza din hrean, HRP. Cantitatea de toxina
captata pe particulele magnetice a fost determinata prin spectroscopia UV-VIS.
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VI.1. Prepararea particulelor magnetice functionalizate cu
streptavidina (SA)

Reactia de imobilizare a SA a fost studiata pe loturile de particule magnetice cu grad
de biotinilare maxim obtinut prin tehnica aplicata. Astfel au fost selectate pentru reactie
particulele magnetice biotinilate pe baza de chitosan codificate MPCsB, MTCsB, MCCsB
(preparate la un raport molar Cs/B de 1/2 si un raport molar B/ EDAC de 1/1,5) si particulele
magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-PEG, codificate MPPsB MCCsB (preparate la un
raport masic Cs/B de 1/5 si un raport molar B/ EDAC de 1/ 1,5). Imobilizarea SA pe
particulele biotinilate s-a realizat prin intermediul interactiunilor specifice de tip ligand-
receptor. Interactiunile de tip ligand-receptor, caracterizate de constante de afinitate ridicate
(constantd de disociere mica, Kd =10°M) se realizeaza foarte rapid, sunt ireversibile si nu
pot fi desfacute de factorii comuni de denaturare, precum variatii de pH sau solventii
organici, ruperea legaturii biotina-streptavidina putandu-se realiza doar in urma degradarii
legaturilor peptidice.

V1. 2. Determinarea dimensiunii si a potentialului zeta pentru particule
magnetice functionalizate cu SA

Dimensiunea medie finala si potentialul Zeta al particulelor magnetice functionalizate
cu streptavidina sunt prezentate in Figura 106.
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Figura 106. Dimensiunile si potentialul Zeta pentru
particulele magnetice functionalizate

Din analiza rezultatelor obtinute se constata ca procesul de complexare cu SA
determina cresterea dimensiunii medii a particulelor si scaderea valorii potentialul Zeta,

comparativ cu particulele magnetice biotinilate. Astfel, dupa functionalizare, dimensiunea
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medie finald a particulelor MPPsB-SA este de ordinul a 900 nm, in timp ce pentru loturile
MPCsB-SA si MTCsB-SA este de ordinul a 2 um si respectiv > 3 um pentru lotul MCCsB-
SA.

Dimensiunea medie a particulelor MPPsB-SA, MPCsB-SA si MTCsB-SA este
adecvata aplicatiilor acestor particule Th mediul sangvin, in timp ce dimensiunea lotului
MCCsB exclude posibilitatea utilizarii acestui lot Tn tehnici de detoxifiere sangvina, 1in
contact cu sangele aceste particule putand determina ocluzia capilarelor, prin dimensiunile
mai mari de 3 um.

Particulele magnetice functionalizate prezinta valori negative ale potentialului Zeta
cuprinse intre -27 mV si -12 mV. Cresterea dimensiunii medii a particulelor in urma
functionalizarii cu SA, corelata cu scaderea valorii potentialul Zeta confirma prepararea
particulelor magnetice biofunctionalizate.

VI. 3. Determinarea cantitativa a SA imobilizata pe particulele
magnetice functionalizate

Cantitatea de SA imobilizata pe particule a fost determinata prin spectroscopia UV-
VIS. Pe baza curbei de etalonare a SA anterior trasate s-a determinat SA din supernatant iar
prin diferentd s-a calculat cantitatea de SA legatd de particulele magnetice biotinilate.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 14. Din analiza valorilor se constata
dependenta directa a cantitatii de SA imobilizata pe particule de gradul de biotinilare al
acestora, in sensul ca cea mai mare cantitate de SA s-a legat pe lotul MPCsB cu cel mai
ridicat grad de biotinilare.

Tabelul 14. Cantitatea de SA imobilizata pe particulele biotinilate
Particulacu SA MPCsB-SA MCCsB-SA MTCsB-SA  MPP5B-SA
Cantitate SA
10%x mmoli/g 150 120 110 102
particula

VI. 4. Testarea in vitro a eficientei de captare a unei toxine model pe
particulele magnetice functionalizate cu SA

Testarea in vitro a eficientei de captare a particulelor magnetice functionalizate s-a
realizat folosind o toxina model: peroxidaza din hrean (HRP). HRP este o enzima izolata din
radacina de hrean si apartine clasei de peroxidaze feroprotoporfirinice. Aceasta enzima are
capacitatea de a oxida o varietate larga de substraturi, precum cele cromogenice,
chemiluminiscente (luminol si izoluminol) si fluorogenice (tiramina, acidiul homovanilic).
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Din punct de vedere structural HRP, este o polipeptida liniara care prezinta in
structura 4 punti disulfidice. Aceasta glicoproteina contine aproximativ 18 % carbohidrati,
precum galactoza, arabinoza, xiloza, fucoza, manoza manozamina si galactozamina aflate Tn
diverse rapoarte in functie de tipul enzimei [256].

V1. 4. 1. Determinarea cantitativa a toxinei model captate pe particulele
magnetice functionalizate cu SA

Cantitatea de toxina model captata pe particulele magnetice functionalizate cu SA a
fost determinata prin metoda spectrofotometrica, masurandu-se valoarea absorbantei solutiei
initiale de toxina corespunzatoare maximului lungimii de unda la care absoarbe acest compus
(405 nm), n raport cu valoarea absorbantei supernatantului rezultat in urma centrifugarii
particulelor pentru separarea toxinei libere. Pe baza curbei de etalonare a HRP trasate
anterior s-a determinat cantitatea de toxina din supernatant iar prin diferenta s-a calculat
cantitatea de toxina captata de particulele magnetice functionalizate. Rezultatele obtinute
sunt prezentate in Tabelul 15.

Din analiza rezultatelor se constatia ca cantitatea de toxina pe particulele magnetice
functionalizate este cuprinsa in intervalul 24 x 10° mmoli/g particula si 38 x 10° mmoli/g
particula si faptul ca eficienta de legare a toxinei este dependentd de cantitatea de SA
imobilizata pe particule, in sensul ca cu cat cantitatea de SA imobilizata pe particulele
functionalizate este mai mare cu atat cantitatea de toxina captata este mai mare.

Tabelul 15. Cantitatea de HRP captata pe particulele magnetice functionalizate

Complex particula MPCsB- MCCsB-SA- MTCsB-SA- MPPsB-
HRP SA-HRP HRP HRP SA-HRP
Cantitate HRP
10° x mmoli/g 38 34 28 24
particula

V1. 5. CONCLUZII

1. S-au obtinut particule magnetice functionalizate prin imobilizarea SA pe
suprafata particulelor magnetice biotinilate pe baza de chitosan si magnetita, respectiv a
particulelor magnetice biotinilate pe baza de PSI-b-PEG prin intermediul legaturilor de tip
ligand-receptor.

2. Particulele magnetice functionalizate preparate au fost caracterizate din punct
de vedere al dimensiunilor si al potentialului Zeta. Tn urma complexarii cu SA dimensiunea

58



Micro si nanoparticule magnetice functionalizate cu aplicatii in detoxifierea sangelui

medie a particulelor creste in timp ce potentialul Zeta al acestora scade. Cantitatea de
streptavidina imobilizata pe particulele magnetice a fost determinata prin spectroscopia UV-
VIS.

3. Particulele magnetice functionalizate au fost testate din punct de vedere al
performantelor de captare a unei toxine model. Cantitatea de toxina captata pe particulele
magnetice  a fost determinata prin spectroscopia UV-VIS. Particulele magnetice
functionalizate prezinta capacitatea de legare a toxinelor, cu mentiunea ca cantitatea de
streptavidina imobilizata pe particule este dependenta de gradul de biotinilare al particulelor
iar eficienta de legare a toxinelor depinde de cantitatea de streptavidina imobilizata.

4. Proprietatile fizico-chimice coroborate cu rezultatele testelor de bio- si
hemocompatibilitate precum si cu proprietatile magnetice excelente indica o potentiala
aplicatie a acestor particule magnetice in detoxifierea sangvina.
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CAPITOLUL VII
CONCLUZII GENERALE

Aceasta lucrare si-a propus sa aduca contributii originale Tn domeniul prepararii
particulelor magnetice functionalizate pe baza de polimeri naturali si sintetici si evaluarii
acestor particule ca sisteme suport cu aplicatii in tehnici de detoxifiere sangvina. Cercetarile
efectuate in cadrul acestei teze, au permis schematizarea urmatoarelor concluzii generale:

1. Tehnica de separare magnetica in gradient inalt de camp (HGMS) bazata pe
particule magnetice functionilizate se poate constitui ca o alternativa a metodelor actuale de
detoxifiere sangvina. Aceasta tehnicd de detoxifiere sangvina presupune formularea
particulelor magnetice functionalizate sub forma de suspensii injectabile care pot fi
introduse Tn sdnge unde trebuie sa recunoasca si sa capteze toxinele sangvine. Ulterior, prin
tehnica extracorporeala sangele este circulat printr-un separator magnetic care are rolul de a
capta si retine complecsii particula magnetica-toxina, apoi sangele purificat este reintrodus
in organism. Separatorul magnetic trebuie sa fie constituit din elemente care sa permita
contactul cu fluidul sangvin, sa aiba capacitate mare de filtrare, sia fie caracterizat de
eficienta de captare a particulelor mai mare de 90 % pentru o singura trecere prin filtru; sa
aiba volum si greutate care sa-I faca portabil si usor de utilizat.

2. Pentru a putea fi folosite cu succes in aceasta tehnica, particulele magnetice
funtionalizate trebuie sa Tndeplineasca anumite cerinte legate atat de structura cat si de
proprietati. Astfel, n primul rand trebuie sa contina un material magnetic caracterizat de
magnetizare de saturatie ridicata si comportament superparamagnetic pentru a putea fi
captate cu usurinta Tn separatorul magnetic. Suprafata materialului magnetic trebuie sa fie
modificata cu compusi naturali sau sintetici care sa-i asigure bio si hemocompatibilitate,
stabilitate coloidala precum si care sa prezinte grupari functionale care permit atasarea
fizica/chimica a unor compusi biologic activi. Particulele magnetice trebuie sa fie
functionalizate cu compusi cu selectivitate si specificitate ridicata care au rolul de a
recunoaste si capta toxinele sangvine. Aceste particule trebuie sia fie bio- si
hemocompatibile iar dimensiunea lor finala trebuie sa fie cuprinsa in intervalul 1-3 um.

3. Materialele magnetice utilizate cu precadere in aplicatiile biomedicale sunt
reprezentate de oxizii de fier (Fe;O, si y-Fe,O3) datorita proprietatilor magnetice excelente
precum magnetizare de saturatie ridicata care permite manipularea acestor materiale Tn
camp magnetic si a comportamentului superparamagnetic care este compatibil cu utilizarea
acestora in mediul intern al organismului.

4. Chitosanul este un polimer natural care se remarca prin proprietati biologice
precum biocompatibilitate si bioadeziune dar si bune proprietati chimice (prezenta
gruparilor functionale de tip amino si hidroxil care permit atasarea chimica a compusilor
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biologic activi). Biopolimerul poate fi cu usurinta formulat prin “tehnologii “curate” in
sisteme particulate. Aceste proprietati recomanda chitosanul ca un material adecvat pentru
acoperirea particulelor magnetice.

5. Copolimerul  bloc poli(succinimida)-bloc-poli(etilen  glicol)(PSI-b-PEG)
Tmbina proprietatile de bio- si hemocompatibilitate si capacitatea de a furniza nuclee pentru
functionalizari ulterioare, proprietati care indica potentialul acestui copolimer de a fi utilizat
ca material de acoperire a particulelor magnetice.

6. Tn cadrul lucrarii de doctorat s-au preparat prin tehnici de lucru originale doua
noi tipuri de particule magnetice functionalizate: particule magnetice cu matrice polimerica
din polimer natural, si anume chitosanul, si particule magnetice cu polimer sintetic,
reprezentat de PSI-b-PEG.

7. Particulele magnetice functionalizate pe baza de chitosan si magnetita s-au
preparat Tn 4 etape. Intr-o prima etapa au fost preparate materialele magnetice reprezentate
de magnetiti. Tn timpul prepararii s-au utilizat trei agenti tensioactivi reprezentati de
Pluronic F127, CTAB si Tween 20. Particulele magnetice pe baza de chitosan si magnetita
au fost obtinute prin procesul de gelifiere ionica utilizand ca agent de reticulare
tripolifosfatul de sodiu (TPP). A treia etapa a constat in biotinilarea particulelor magnetice
pe baza de chitosan prin formarea unei legaturi covalente amidice intre gruparea amino a
chitosanului si gruparea carboxil a biotinei. Tn a patra etapa particulele magnetice biotinilate
au fost functionalizate cu streptavidina.

8. Prin tehnica XRD s-a confirmat ca materialele magnetice preparate in prima
etapa sunt reprezentate de cristale de magnetitd. Dimensiunea medie a cristalelor de
magnetita este de ordinul a 10 nm, dimensiune care asigura 0 comportare
superparamagnetica a acestor materiale, comportare evidentiata si in curbele de
magnetizare.

9. Datele de spectroscopie FT-IR coroborate cu datele analiza elementald si
difractogramele XRD au evidentiat structura si compozitia particulelor magnetice pe baza
de chitosan si magnetita. Dimensiunea medie si incarcarea electrica a particulelor magnetice
pe baza de chitosan si magnetita preparate prin mecanismul de gelifiere ionica cu TPP pot fi
controlate prin intermediul unor parametri, precum: masa molara a chitosanului utilizat,
concentratia tensioactivului Tn solutie si raportul masic dintre chitosan/agent de reticulare.

10.  Tehnicile de spectroscopie (‘*H-NMR si FT-IR) au confirmat functionalizarea
cu biotina a particulelor magnetice pe baza de chitosan si magnetita. Tn urma procesului de
biotinilare dimensiunea particulelor a crescut in timp ce potentialul Zeta al acestora a scazut
dar caracteristicile raman in domeniul de valori adecvat aplicatiilor in contact cu fluidul
sangvin. Tehnicile de microscopie electronica indica ca particulele biotinilate contin
magnetita si ca procesul de biotinilare nu modifica morfologia acestora. Particulele
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magnetice biotinilate preparate prezinta magnetizare de saturatie adecvata utilizarii n
aplicatii biologice de separare magnetica dar si comportament superparamagnetic

11.  Particulele obtinute prezinta capacitate de redispersie in medii care pot
interactiona cu mediul sangvin (solutii tampon fosfat cu pH slab bazic si respectiv pH slab
acid, solutie de glucoza 10 % wt si ser fiziologic 0,9 % NaCl wt) si pot fi formulate ca
suspensii magnetice cu administrare intravasculara. Hemocompatibilitatea particulelor
magnetice biotinilate pe baza de chitosan si magnetita a fost demonstrata prin teste clinice
conventionale de coagulare care au constat in masurarea timpului de protrombina si a
indicelui normalizat international.

12. Dimensiunea finala a particulelor magnetice functionalizate pe baza de
chitosan si magnetita este cuprinsa in intervalul 1-3 pm, dimensiune adecvata aplicarii
acestor particule in mediul sangvin, deoarece particulele cu dimensiuni mai mici de 1 um
sunt eliminate rapid din circulatia sangvina in timp ce particulele mai mari de 3 um pot
determina ocluzia capilarelor.

13.  Particulele magnetice functionalizate pe baza de PSI-b-PEG si magnetita au
fost obtinute tot Tn patru etape, prepararea magnetitei si respectiv a particulelor magnetice
pe baza de PSI-b-PEG si magnetita realizandu-se in cadrul Institutului de Chimie
Macromoleculard Petru Poni, lasi. Tn cadrul acestei lucrari s-a realizat biotinilarea
particulelor printr-un procedeu care valorifica formarea legaturilor covalente de tip ester
intre gruparea hidroxil terminala a PEG-ului si gruparea carboxil a biotinei urmata de,
biofunctionalizarea particulelor biotinilate cu streptavidini. Tehnica de spectroscopie 'H-
NMR a confirmat natura chimica a legaturii dintre biotina si copolimerul PSI-b-PEG.
Difractogramele XRD au aratat ca loturile de particulele magnetice biotinilate preparate
contin cristale de magnetita pura cu un continut diferit in magnetita. Particulele magnetice
biotinilate pe baza de PSI-b-PEG prezinta capacitate de redispersie Tn solutie de glucoza de
concentratie 10 % wt si ser fiziologic (0,9 % NaCl wt) indicand posibilitatea de a fi
administrate ca suspensii magnetice injectabile. Aceste particule magnetice biotinilate
prezinta caracteristici de hemocompatibilitate.

14.  Particulele magnetice functionalizate preparate sunt de tip compozit magnetic.
Acestea contin mai multe particule de magnetita inglobate intr-o matrice polimerica, in
cazul chitosanului, respectiv copolimerica in cazul PSI-b-PEG-ului. Biofunctionalizarea
particulelor magnetice s-a realizat valorificand principiul legaturilor de tip ligand-receptor.
Tn urma complexarii cu SA dimensiunea medie a particulelor creste in timp ce potentialul
Zeta al acestora scade. Cantitatea de streptavidina imobilizata pe particulele magnetice
depinde de continutul de biotina al particulelor magnetice, in sensul ca cu cat gradul de
biotinilare al particulelor este mai mare cu atat cantitatea de streptavidina este mai mare.

15.  Particulele magnetice functionalizate au fost testate din punct de vedere al
performantelor de captare a unei toxine model. Particulele magnetice functionalizate
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prezinta capacitatea de legare a toxinelor, cu mentiunea ca eficienta de legare a toxinelor
depinde de cantitatea de SA imobilizata, adica cu cat cantitatea de SA este mai mare, cu

atat cantitatea de toxina captata de particule este mai ridicata.
16.  Particulele magnetice functionalizate preparate prezinta proprietati de

recunoastere si captare a toxinelor, proprietati care coroborate cu caracteristicile de bio- si
hemocompatibilitate si proprietatile magnetice excelente, le recomanda pentru utilizarea n

tehnici extracorporeale de detoxifiere sangvina.
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