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Introducere

Implicatd in proiectarea, obtinerea, caracterizarea si utilizarea materialelor la scara
nanometrica, nanotehnologia este stiinta ale carei aplicatii au revolutionat domeniul biomedical al
ultimilor 30 de ani. Situatd la punctul de convergenta al unor discipline precum chimia, fizica,
biologia si stiinta materialelor, nanotehnologia reuneste abilitdti necesare in diagnosticare,
imagisticd sau terapie.

In domeniul sistemelor cu eliberare controlatd de medicamente, nanotehnologia inregistreaza
progrese remarcabile apeland la diversele formulari ale biomaterialelor in transportul, localizarea si
eliberarea intr-o maniera controlata din punct de vedere temporal si al dozei optime. Prin utilizarea
nanoparticulelor polimere in acest scop, eficienta de incarcare, viteza de eliberare si distributia
principiului activ pot fi controlate in vederea atingerii indicelui terapeutic adecvat.

Dintre polimerii cu potential in obtinerea sistemelor de transport nanoparticulate,
polizaharidele prezintd insemndtate ca urmare a abundentei naturale, a caracterului biocompatibil,
biodegradabil, bioadeziv, precum si a numeroaselor posibilitdti de modificare chimica.

Posibilitatea de vectorizare a nanoparticulele polimere (la nivel celular, de tesut sau organe)
prin atasarea la suprafatd sau includerea In interior a unor entititi de directionare, constituie una
dintre cele mai atractive caracteristici cu efecte pozitive asupra limitdrilor impuse de
nonspecificitatea si caracterul toxic al medicamentelor fata de tesuturile neafectate.

Aplicatiile principale care apeleazad la acest tip de vectori implica terapia tintitd anticancer
prin identificarea receptorilor specifici de la nivelul membranei celulelor tumorale de cétre liganzii
de directionare complementari, precum si localizarea unor infectii de naturd bacteriand sau virala
prin recunoasterea proteinelor membranare adecvate.

Lucrarea prezentd propune obtinerea si caracterizarea unor noi nanoparticule polimere pe
baza de dervati de chitosan pentru transportul dirijat si eliberarea controlatd a mediamentelor in
cazul unor afectiuni particulare precum cancerul si infectiile provocate de Escherichia coli.

Teza de doctorat este structurata pe sase capitole dupa cum urmeaza:

Capitolul 1 rezuma stadiul actual al cunoasterii prezentand tipurile principale de directionare
la tinta a sistemelor de transport de medicamente, clasele de vectori utilizate in eliberarea
principiilor active si polimerii intrebuintati in prepararea acestora. In cadrul aceluiasi capitol sunt
alocate sectiuni speciale descrierii concise a avantajelor utilizdrii nanoparticulelor in acest scop,

evidentiind metodele de obtinere si caracterizare ale acestora. Finalul capitolului trateaza



principalele modelele cinetice de eliberare a substantei active din sistemele particulate si aplicatiile
in domeniul biomedical.

Capitolul 2 consta intr-o prezentare detaliatd a materialelor si metodelor utilizate in sinteza
derivatilor de chitosan precum si In prepararea sistemelor polimer-medicament, urmata de descrierea
metodelor de analiza si caracterizare folosite.

Partea de contributii proprii a tezei de doctorat se extinde pe parcursul capitolelor 3-6 in
modul urmator:

Capitolul 3 descrie sinteza si caracterizarea unor derivati de chitosan cu acid folic, glucoza si
maltoza cu rol de liganzi de recunoastere in terapia tintitd, precum si de inducere a unor proprietati
noi polizaharidei native.

Capitolul 4 trateazd amanuntit obtinerea si caracterizarea structurald, morfologica si din
punct de vederea al proprietatilor de biomaterial a sistemelor nanoparticulate polimer-medicament
pe baza derivatului de chitosan cu acid folic.

In cadrul capitolului 5 este prezentatid prepararea si caracterizarea sistemelor polimer-
medicament sub froma de nanoparticule pe baza derivatului de chitosan cu maltoza.

Capitolul 6 incheie seria contributiilor originale prin expunerea detaliatd a obtinerii si
caracterizarii sistemelor nanoparticulate magnetice polimer-medicament pe baza de chitosan
modificat cu maltoza.

Suporturile polimere obtinute au fost caracterizate din punct de vedere al capacitatii de
incarcare si eliberarea a principiilor active utilizdnd medicamente hidrosolubile precum 5-
Fluorouracil si Levofloxacin.

Partea de Concluzii generale intregeste teza de doctorat urmand ca sectiunea de Referinte
bibliografice sd Insumeze lista de lucrari siintifice, majoritatea de datd recentd, care au constituit

baza elaborarii lucrarii prezente.



Oviectivele lucrarii

Obiectivul general al tezei de doctorat il constiruie obtinerea si caracterizarea unor noi

nanoparticule polimere pe baza de dervati de chitosan pentru transportul dirijat si eliberarea

controlata a medicamentelor in cazul unor afectiuni specifice precum cancerul si infectiile

provocate de Escherichia coli. Pentru indeplinirea obiectivului principal s-a impus realizarea unor

obiective specifice, astfel:

>

Sinteza unor derivati de chitosan prin legarea chimica la grupele amino a unor mono-,

dizaharide sau acid folic, ca liganzi de directionare pe catena principald a polimerului.

Caracterizarea structurald a derivatilor obtinuti prin metode moderne de analizd precum:

spectroscopie FT-IR, spectroscopie RMN sau difractometrie cu raze X.

Obtinerea si caracterizarea fizico-chimicad a unui nou tip de nanoparticule pe bazd de
chitosan functionalizat cu acid folic prin tehnica emulsiei inverse cu dubla reticulare, pentru

transportul activ al medicamentelor antitumorale.

Obtinerea si caracterizarea fizico-chimicd a unor noi nanoparticule polimere pe baza
derivatului de chitosan cu maltozd prin emulsie inversa cu dubld reticulare pentru

tratamentul impotriva Escherichia coli.

Obtinerea si caracterizarea fizico-chimicad a unor noi nanoparticule polimere hibride pe baza
derivatului de chitosan cu mono- sau dizaharide si magnetitd prin emulsie inversa cu dubla
reticulare pentru dirijarea fizica a acestora prin intermediul unui cAmp magnetic exterior la

nivelul tumorilor.

Caracterizarea nanoparticulelor obtinute din punct de vedere al capacitatii de

includere/eliberare a principiilor active si al caracteristicilor de biomaterial.



Capitolul 3

Sinteza si caracterizarea unor derivati de chitosan

Prin modificarea chimica a chitosanului se pot obtine derivati cu noi functii care se preteaza
prepardrii nanoparticulelor cu proprietdti fizico-chimice (forma, diametru, sarcind de suprafatd,
capacitate de incdrcare si eliberare a principiilor active) si biomedicale (transport la tintd, timp de
circulatie imbunatatit, mucoadezivitate, citotoxicitate) Tmbunatdtite fatd de polizaharida
initiala.[311]

3.1. Derivatul de CS cu acid folic

Conform literaturii de specialitate, pentru obtinerea derivatului de chitosan cu acid folic pot
fi abordate doud metode, ambele implicand reactia de condensare mediata de carbodiimide intre
grupele aminice primare ale chitosanului si gruparea carboxilica din pozitia y a acidului folic cu
formarea unei noi legaturi amidice. In urma studiului comparativ al eficientei de functionalizare a
chitosanului cu acid folic, s-a optat pentru utilizarea metodei directd de obtinere corespunzatoare

schemei de reactie urmaroate (fig.49).
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Figura 49. Schema reactiei de obtinere a folatului de chitosan intr-o singura etapa

S-au utilizat doua rapoarte molare -NH,/FA, 3/1 si 1/1.



3.1.1.Caracterizare structurala

3.1.1.2. Caracterizare prin RMN

Legarea acidului folic pe lanturile de chitosan este justificatd de aparitia peakurilor specifice
de la 7,7 ppm si 6,8 ppm atribuite protonilor inelului aromatic, H6-H9 respectiv H7-HS, prezenti n
structura FA. Dupa cum se poate observa (fig. 51), aceste semnale lipsesc din spectrul chitosanului
simplu. Desi conjugarea acidului folic pe lanturile de chitosan a dus la suprapunerea unor semnale
vibrationale similare (fapt explicat si prin influenta solventului si a interactiunilor dintre reactanti),
se pot observa semnalele caracteristice acidului la 8,7 ppm apartindnd protonului inelului pterin
(H3) precum si la 8,12, 6,97, 2,49 ppm corespunzatoare H10, H5 respectiv H14. In intervalul 3,1-39

ppm din spectrul conjugatului se pot remarca semnalele de rezonanta ale protonii carbonilor unitatii

glucozamino a chitosanului.[302,304]
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3.1.2. Determinarea gradului de functionalizare prin spectroscopie UV-VIS
In vederea evaluarii gradului de functionalizare al folatilor de chitosan s-a recurs la metoda
spectroscopiei UV-Vis. Aceasta a presupus construirea unei curbe de calibrare a acidului folic la
lungimea de unda maxima A = 285 nm pe baza cdreia a fost calculata cantitatea de FA legata pe CS.
Pentru fiecare derivat obtinut prin cele doud metode propuse, au fost preparate solutii in acid acetic
1% de aceeasi concentratie (2*¥10°g/mL) pentru care au fost citite absorbantele la 285 nm. Tinand
cont de valorile absorbantelor si a concentratiei utilizate, pe baza ecuatiei dreptei au fost calculate

urmatoarele grade se functionalizare prezentate in tabelul 10.

Tabelul 10. Gradul de functionalizare al folatilor de chitosan

Metoda de obtinere Raportul molar utilizat Gradul de functionalizare
(-NH,/FA) (%)
Directa 3/1 33
1/1 6.4

Metoda esterului

intermediar FA-NHS 3/1 2

3.1.3. Cristalinitate (X R D)

Spectroscopia de raze X permite, de asemenea, obtinerea unor informatii indirecte privind
realizarea derivatului de chitosan. Chitosanul este un polimer semicristalin, difractograma
corespunzatoare prezentdnd peakuri caracteristice de intensitate ridicata la 26 = 10.416 si 19.832
(fig. 52). Acidul folic este, de asemenea, un compus cristalizabil, ce prezintd o difractograma cu
peak-uri de intensitate ridicatd, caracteristice, la 20 = 5,43 si 19.832, si de intensitate mai coborata la
20 =13,095 51 16,38.

Difractogramele corespunzatoare celor doi derivati, caracterizati de grade de transformare
diferite, prezintd alura corespunzatoare celei a chitosanului, dar cu o usoard deplasare a peakurilor
de maxima intensitate, precum si cu modificarea raportului dintre acestea.

Comparand difractogramele derivatilor obtinuti in cele doua rapoarte molare (fig. 52), putem
observa cresterea intensitatii peak-ului de la 20 = 9,95 1n cazul compusului cu grad de conversie mai
ridicat (-NH»/FA = 1/1). Acest aspect poate fi explicat prin contributia acidului folic ce se regaseste
intr-o proportie mai ridicatd decét in cazul compusului 3/1. In plus, derivatul 1/1 prezintd usoare

deplasdri spre valori mai mici ale 20 fatd de chitosanul nemodificat, evident, din aceeasi cauza.
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Astfel, peak-urile caracteristice chitosanului scad in intensitate ca un efect al scaderii cantitatii de

polizaharida din componenta derivatului.
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Figura 52. Difractograme XRD pentru acidul folic, chitosanul nativ si derivatii obtinuti la rapoartele

molare -NH,/FA = 3/1 si 1/1

3.2. Derivatul de CS cu glucozi/maltoza
Sectiunea prezentd propune modificarea chimicd a chitosanului prin legarea substituentilor
hidrofili de glucoza sau maltoza la grupele aminice primare prin reactii de aminare reductiva (fig.
54). Se urmaresc prin aceasta urmatoarele:
- imbunatatirea solubilittii chitosanului in medii de pH slab acid sau neutru care va duce la
facilitarea prepararii nanoparticulelor prin tehnica emulsiei inverse cu dubla reticulare;
- imbunatatirea activitatilor antimicrobiene si antioxidative ale chitosanului nativ;
- obtinere nanoparticulelor cu suprafata hidrofila pentru imbunétatirea timpului de retentie si a
stabilitatii acestora in fluide biologice;
- glucoza si maltoza pot juca rol de liganzi pentru recunoasterea de cétre unii receptori celulari

membranari, ajutdnd astfel la directionarea activa a nanoparticulelor obtinute din derivatii

chitosanului cu acestia.



/‘ CHy0H OH
H OH
+NaCNBH, 9 "
OH H = o o (a)
OH| H NH n
0H |
H OH c|H1
OH C|_°
OH—C—H
o/ + |
o H—T—on
NHp n H—C—0H
OH |
CH;—0H
CH0H CH,0H oH
H OH
+NaCNEH.
OH H oH H 3
/b o (b)
N on ®
XH n
H OH H OH OH |
C|H1
—o0
| CH,0H
OH—{—H
| o—\ ¥
CH—
7 H O
CE—OH

Figura 54. Schema reactiilor de obtinere a derivatului de chitosan cu glucoza (a) si maltoza (b)

In urma analizei gradelor de functionalizare ale compusilor sintetizati s-au inregistrat valori
de sub 3% pentru cazul utilizarii glucozei cu rol de substituent, rezultatele determinandu-ne sa
continudm cu utilizarea derivatilor pe bazd de maltozd 1n vederea obtinerii nanoparticulelor

ulterioare.

3.2.1. Caracterizare prin FT-IR
a) Caracterizarea derivatului de chitosan cu maltoza

Rapoartele molare utilizate au fost —NH,/maltoza: 1/0,7, 1/1, 1/1,5 si 1/3. Pentru
exemplificare, in figura 56 au fost selectate spectrele chitosanului si ale rapoartelor molare extreme.

Gruparea aminicd secundara care se formeazd odata cu derivatul de chitosan nu poate fi
evidentiatd deoarece semnalul acesteia din intervalul 3300 - 3400 cm™ se suprapune cu benzile largi
ale vibratiilor de intindere ale grupelor —OH prezente atat in CS cat si in maltoza. Desi profilele
spectrelor CS si al CS modificat sunt similare, se pot observa in spectrele derivatilor (foarte
pronuntat in cazul raportului molar 1/3) largiri ale benzilor de absorbtie din intervalul 3300 - 3600
cm’ explicate prin aportul crsescut de grupe —OH datorat maltozei, implicate in multiple legituri de

H de diferite lungimi si térii.[337]



Tabelul 11. Deplasari ale numerelor de unda caracteristice derivatilor comparativ cu cele ale

chitosanului nativ.

Absorbtie Vibratii de Vibratii de Vibratii specifice
Compus | caracteristica deformare ale intindere ale ciclurilor
legiturii amidice | grupelor metilenice | legaturilor eterice | zaharidice (em™)
(em™) (em™) (em™)
CS 1659,65 1261,31 —1422,42 | 1078,14 — 1155,29 | 896,85 —1033,18
1/0,7 1662,51 1262,36 — 1455,23 | 1076,24 — 1158,21 | 894,93 —1027,05
1/3 1656,78 1261,39 — 1459,09 1077,2-1151,46 890 — 1028,98

O dovada 1n plus a modificarii cu maltoza o reprezintd reducerea intensitatii benzilor de
absorbtie (ca urmare a diminudrii numérului acestora) de la 1599,86 cm™ atribuitd vibratiilor de

forfecare N-H din gruparea aminica primara a chitosanului.[338]

‘Wavenumber {om-1)

Figura 56. Spectrele FT-IR comparative ale chitosanului (CS) si ale rapoartelor molare
—NH,/maltoza: 1/0,7 (CSMO0.7) respectiv 1/3 (CSM3)

3.2.2. Caracterizare RMN

Spectrele inregistrate pentru derivatii preparati oferd informatii utile In determinarea gradului
de substitutie al chitosanului iar pentru exemplificare s-a ales raportul molar NH,/maltoza = 1/0,7
(CSMO.7). Din figura 58, contindnd spectrele chitosanului, maltozei si raportului mentionat anterior,

se pot identifica urmatoarele semnale caracteristice:



- in spectrul chitosanului nemodificat, peak-ul de la 3,13 ppm apartine carbonului C-2 al
inelului glucopiranozic;

- de asemenea, 1n intervalul 3,58 — 3,83 ppm se regasesc semnalele protonilor carbonilor C-
3, C-4, C-5 51 C-6;

- semnalul de la 4,53 ppm este caracteristic azotului unitétii N-acetilglucozamina in timp ce
dubletul de la 4,81 si 4,83 ppm apartine protonilor unitatii glucozamina;[339]

- 1n spectrul chitosanului modificat semnalul de la 3,12 pm apartine protonului pozitiei
C-2 din inelul glucopiranozic;

- 1a 5,01 ppm putem observa peak-ul pentru unitatea substituita;

- dubletul de la 4,95 514,97 ppm este atribuit anomerului § al maltozei (prezent in proportie
de 61% comparativ cu anomerul a, conform lucrarii raportate de Rosund, In buna concordanta cu
analiza prezenta a spectrului maltozei - Malt);[340]

Pe baza observatiilor anterioare putem determina gradul de substitutie al chitosanului ca fiind

raportul intre valoarea integralei semnalului pentru anomerul 8 si abundenta acestuia:

I 0,08 . . el _ .
—anomerB _ 2= = (0,13, insemnand 13% unitati substituite de maltoza.
AanomerB 0,61 ’

Deoarece valoarea este foarte apropiatd de cea a integralei de la 5,01 ppm, / = 0,11
(insemnand 11%), putem considera o valoare a gradului de fuctionalizarea a chitosanului de 12%.
Respectand acelasi protocol si pentru spectrele celorlalti derivati, se obtin urmatoarele grade de
functionalizare: 23% (-NHy/maltoza = 1/1), 24% (-NHy/maltoza = 1/1,5) si 48% (-NHj/maltoza =
1/3).

A0 U
o L_Ju uJ"LM"' N

LJ U A s

T T T T T 1
.5 3. 0 25 20 15 1.0 0.5 ppm

Figura 58. Spectrele 'H RMN ale CS, maltozei si derivatului CSMO0.7
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Capitolul 4

Sisteme nanoparticulate polimer-medicament pe baza derivatului de chitosan cu
acid folic

Capitolul prezent trateazd prepararea si caracterizarea de noi sisteme nanoparticulate
polimer-medicament pe bazad derivatului de chitosan functionalizat cu acid folic (CS-FA) prin
metoda emulsiei inverse cu dubla reticulare pentru vectorizarea nanoparticulelor purtatoare de

substante chemoterapeutice la nivelul tumorilor.

Procesul de coreticulare ionica si covalenta care a stat la baza formarii retelei polimere a

nanoparticulelor este propus in figura 60.
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Figura 60. Reprezentarea schematica a reactiilor de reticulare ionica (Na,SO4) sicovalenta
(AQ) ale derivatului CS-FA 1n formarea nanoparticulelor; FA — reprezinta acidul folic legat chimic

pe lanturile de chitosan

Protocolul experimental respectat pentru prepararea nanoparticulelor este ilustrat in tabelul
12.
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Tabelul 12. Protocolul experimental pentru prepararea nanoparticulelor”

Vit.
Cod | Derivat | Conc. sol. | -NH;"/Na,SO, | -NH;"/AG Timp Timp ultra-
CS-FA polimer (mol/mol) (mol/mol) reticulare reticulare turax
(%) ionica covalenta (rpm)
(min) (min)
A, 10
A, 60
A; 31 0,5 1/0,4 1/0,1 120
Ay
B, 180 60 10000
B, 0,5 1/0,4
1/1 60
B, 1/0,19
B, 0,5 1/0,8 120
C, 1/3.15 1/0.16
C, 0.5 1/2.18 1/0.13
Cs 3/1 1/1.44 1/0.11
Cy 0.3 1/2.18 1/0.13 60 60 15000
Cs 0.7 1/2.18 1/0.13
D, 1/1 0.5 1/3.15 1/0.17

" _NH;" reprezinti grupele amoniu cuaternizate din derivatul de chitosan cu acid folic disponibile reticularii;
In protocolul experimental s-au utilizat pentru toate tipurile de particule aceleasi cantititi de
surfactant Tween80 si Span80, 2% (masic), pentru fazele apoasa respectiv organica.

De asemenea, viteza de agitare a reactorului de sinteza a rdmas constantd, 500 rpm.

4.1. Caracterizarea structurala a nanoparticulelor prin FT-IR

Pentru a pune in evidentd formarea retelei polimere prin cele doua tipuri de reticulare, a fost
necesard analiza structurald a nanoparticulelor prin spectroscopie de absorbtie in infrarosu. Au fost
inregistrate spectrele FT-IR pentru toate tipurile de nanoparticule prezentate in protocolul
experimental insd deoarece In urma analizei acestora s-a constatat ca acestea prezinta profil similar,
spre exemplificare s-au ales doar spectrele probelor C; si D; care difera prin gradul de
functionalizare al derivatului de plecare.

Conform figurii 61, se poate observa ca spectrele FT-IR sunt foarte aseménatoare cu usoare
deplaséri ale benzilor de absorbtie si probeaza realizarea celor doud tipuri de reactii. Benzile de
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absorbtie specifice legaturilor iminice —C=N- rezultate in urma reticularii covalente intre grupele
amino ale derivatului si grupele carbonil ale aldehidei glutarice sunt prezente la numerele de unda
1636,53 cm™ in cazul probei C; si 1634,6 cm™ pentru D;. Semnalele de absorbtie pronuntate de la
619,12 i 618,16 cm™ sunt atribuite legaturilor realizate prin reticulare ionica intre anionii sulfat din

NaySOy si cationii amoniu ai folatului de chitosan.

C,

e T T T T T T T T T T T T T T
3000 000 1000
Wavenumber (om-1)

T T T7T
4000

Figura 61. Spectrele FT-IR ale nanoparticulelor C; si D

4.2. Caracterizarea morfologica a nanoparticulelor
4.2.1. Microscopia electronica de baleiaj

Conform protocolului experimental (tab. 12), parametrii variati In obtinerea nanoparticulelor
au dus la diferente morfologice semnificative observabile in micrografiile SEM din figura 63
comparativ cu setul anterior de imagini. Pentru probele C; - C; a fost mentinutd constantd
concentratia solutiei de polimer (0,5%), modificandu-se raportul molar NH;'/reticulant. In cazul
particulelor de tip C; au fost utilizate cele mai mari cantitati de Na,SO4 si AG, aceastea scazand in
ordinea C; - C, - Cs. Se constata astfel ca odatd cu scaderea cantitatii de reticulant creste tendinta de
aglomerare, lucru explicat de scaderea densitatii de reticulare a matricii polimere (Cs). Pentru setul
de probe C,, C4, Cs In care raportul polimer/reticulant a fost mentinut constant, modificarea
concentratiei solutiei de polimer a dus la urmatoarele observatii. Diametrul particulelor creste cu

concentratia solutiei de polimer, fiind mai ridicat la proba Cs, efect raportat si in alte lucrari.[352]
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Prin cresterea concentratiei solutiei de polimer, creste vascozitatea acesteia determinand formarea
unor picdturi mai mari in momentul emulsiondrii, care intrd in procesul de reticulare in prezenta
agentilor reticulanti. La solutii mai diluate (C4), forma particulelor nu mai este la fel de bine
conturatd, efect al unei reticuldri mai slabe. In cazul particulelor Cs unde concentratia solutiei de
polimer a crescut la 0,7% se observa o ugoara crestere a polidispersitatii dimensionale si o scidere a
tendintei de aglomerare. Intre particulele C; si D; in cazul cirora s-a utilizat aceeasi concentratie a
solutiei de polimer precum si acelasi volum de solutie de reticulant se poate observa o crestere
usoard a diametrului mediu al particulelor D, aspect ce poate fi explicat prin valoarea mai mare a
gradului de functionalizare al CS. Acesta determind reducerea usoara a numarului de grupe aminice
care pot participa la reticulare, si deci scaderea densitatii de reticulare a particulelor cu consecinte
asupra diametrului acestora. Ca o concluzie valabild pentru toate probele setului C; — D, cresterea

vitezei de agitare a ultraturaxului a influentat considerabil dimensiunile medii ale particulelor.

Figura 63. Micrografii SEM ale probelor C;, C,, Cs, C4, Cs, D;.
4.2.4. Determinarea stabilitatii suspensiilor apoase prin evaluarea potentialului
zeta

Potentialul Zeta ({) reprezinta o altd caracteristica importanta in determinarea performantelor
nanoparticulelor. Valoarea potentialului { constituie o masura a marimii repulsiilor sau atractiilor de
sarcind sau electrostatice dintre particule, fiind unul dintre factorii hotératori ai stabilitatii acestora.

Determinarea valorii parametrului aduce o perspectiva clard acupra cauzelor dispersarii, aglomerarii
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sau flocularii putand fi folositd pentru Tmbunatatirea formuldrii dispersiilor, emulsiilor sau
suspensiilor.[353]

Pentru particule cu dimensiuni suficient de mici, o valoare absolutd mare a potentialului £ va
sugera stabilitate, adica dispersia de nanoparticule va rezista agregarii. Atunci cand potentialul este
scazut, fortele de atractie le depasesc pe cele de repulsie iar dispersia va fi destabilizatd aparand
flocularea. In figura 66 sunt prezentate distributiile mobilitatilor particulelor C,, Cy,, Cs, C4, Cs s1 D,
dispersate in mediu apos iar tabelul 13 rezuma valorile parametrilor inregistrati In urma
masuratorilor. Conform literaturii de specialitate, valorile inregistrate pentru potentialul { incadreaza

nanosuspensiile noastre in categoria coloizilor cu instabilitate incipientd.[354]

Tabelul 13. Valorile potentialului Zeta pentru particulele obtinute.

Proba Potential  (mV) | Frecventa (Hz) | Mobilitate (cm’/Vs)
x e-004
Ci +13,07 42,02 1.019
C, +18,78 60,39 1,465
GCs +16,58 53,31 1,293
Cs4 +14,26 45,85 1,112
Cs +16,73 53,78 1,304
D, +11.74 54,08 1,311

4.5. Evaluarea caracteristicilor de biomaterial
Deoarece utilizarea nanoparticulelor preparate presupune ca acestea sa intre in contact cu
mediul fiziologic, este neapdrata investigarea caracteristicilor lor de biomaterial.
4.5.1. Evaluarea citotoxicitatii
Determinarea viabilitatii celulare este una dintre cele mai utilizate analize in vederea
evaludrii citotoxicitatii biomaterialelor. Au fost supuse analizei de citotoxicitate toate probele seriei
CI1 - D, pentru care viabilitdtile celulare au inregistrat valori destul de ridicate. Pentru reprezentare

s-au ales probele C; si Cs.
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Figura 69. Reprezentarea grafica a viabilitétii celulare pentru probele C; si Cs inregistrate la 24, 48
172 ore
Valorile viabilitatii celulare Inregistrate pentru cele doua concentratii sunt redate in figura 69,
si probeaza incadrarea particulelor analizate in categoria celor lipsite de toxicitate.[356] Desi proba
Cs prezinta cele mai ridicate valori, se poate observa ca si proba C; a inregistrat valori apropiate. De
remarcat faptul ca nanoparticulele nu numai cd péstreaza viabilitatea celulara la valori ridicate, dar

permit si proliferarea lor, dovedita de cresterea usoard a viabilitétii celulare in timp (evident in cazul

probei Cs la 48 ore pentru concentratia de 50 pg/mL).

4.5.2. Evaluarea hemocompatibilitatii

Hemoliza reprezinta dezintegrarea globulelor rosii din sdnge cu eliberarea hemoglobinei si a
altor compusi interni in fluidul inconjuritor. In cazul in care aceastd dezintegrare se produce la un
numar semnificativ de globule rosii, se pot produce stari patologice periculoase in organism. Prin
urmare, toate produsele biomedicale concepute pentru a fi administrate pe cale intravenoasa trebuie
evaluate pentru stabilirea potentialului hemolitic.[357]

S-a observat ca procentul de hemolizd creste odatd cu cresterea concentratiei de
nanoparticule. O proba se considerd hemoliticd daca procentul de hemoliza depaseste 5%.[359]
Dupa cum se poate observa din grafic (fig. 70), procentul hemolitic a fost mai mic de 5% doar
pentru doud din concentratiile testate, si anume 100 pg/mL si 200 pg/mL, pentru toate cele trei
determindri. Pentru concentratia 400 pg /mL procentul hemolitic depaseste valoarea de 5% pentru
toate determinarile.

Figura 70 reprezintd comparativ valorile pentru probele care au inregistrat potentialului
hemolitic cel mai scazut, si anume probele C; si Cs. Proba C; a fost selectata ca referinta datorita

valorii celei mai mici, insd prin comparatie, proba C; manifesta valori apropiate.
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Figura 70. Procentul de hemoliza dupa 2, 4 si 6 ore de la expunere 1n prezenta probelor C; si C;
Rezultatele testelor de hemoliza efectuate pe nanoparticulele selectate au dovedit ca
acestea sunt adecvate pentru administrarea sistemica atat timp cat concentratia lor in sange este mai
micd de 200 pg/mL.
4.5.3. Analiza citofluorimetrica
Pentru a testa capacitatea nanoparticulelor functionalizate de a se fixa pe celulele tumorale,
in masurd mai mare decat cele nefunctionalizate, a fost efectuat un experiment constand in plasarea
acestora (proba Cs) pe o cultura de celule tumorale A549, evaluandu-se masura in care acestea se
orienteazd spre celule, comparativ cu nanoparticulele nefunctionalizate (nanoparticule martor din
chitosan simplu obtinute prin aceeasi tehnica a coreticularii in emulsie inversd). Histogramele

obtinute (colorate arbitrar) sunt prezentate in figura 71.

Counts
0 10 20 30 40 S0 60 70 80

10? 10! 10° 10°
FL1-fluorescein

Figura 71. Histogramele de fluorescenta reprezentative pentru celulele A549 martor (A), celulele
tratate timp de 48 ore cu nanoparticule martor marcate cu fluoresceina (B) si celulele tratate timp de

48 ore cu nanoparticule tip Cs marcate cu fluoresceina (C).
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Se constatd ca nanoparticulele pe baza de CS-FA, marcate fluorescent, sunt captate in mai
mare proportie (cu aprox. 26 % 1in plus) de cétre celulele tumorale, dupa 48 ore de incubare.
Experimentul demonstreaza astfel cd scopul cercetdrii a fost atins, In sensul ca particulele de
chitosan functionalizat cu acid folic au capacitatea mai ridicatd de orientare si fixare la peretele
celulelor tumorale.

4.6. Studiul capacitatii de incarcare cu medicament

Deoarece scopul prepararii nanoparticulelor este acela de a le utiliza pentru transportul dirijat
de principii active la nivelul celulelor tumorale, pentru obtinerea sistemelor polimer-medicament a
fost utilizat 5-fluorouracilul (5-FU), un antimetabolit al analogilor pirimidinei.

In tabelul 16 pot fi observate cantititile de medicament retinut de suporturile polimere in
procesul de incarcare precum si eficientele de incarcare ale acestora.

Tabelul 16. Cantitdtile de medicament retinut si eficientele de incércare

Cod proba mg 5-FU/g Eficienta de
nanoparticule incarcare (%)
Ci 137,8 16,8
G 135,5 16, 02
GCs 112,3 15,34
Cs4 100,5 12,42
Cs 103,05 13,7

Coreland gradele de umflare ale probelor (discutate anterior) cu cantitatile de medicament
retinut de suporturi, se constata un comportament surprinzator deoarece era de asteptat ca acestea sa
creasca In aceeasi ordine. Contrar asteptdrilor, desi cantitdtile de medicament nu variaza
semnificativ, este evidentd o scddere usoard a acestora odatd cu cresterea raportului
polimer/reticulant (diminuarea cantitatii de reticulant). O posibila explicatie ar putea fi aceea ca
dupd atingerea echilibrului de umflare, o parte din moleculele de medicament pardsesc reteaua
polimera umflata cu o mai mare usurintd in cazul suporturilor cu densistate de reticulare mai mica.

Aceasta ar putea fi explicatia pentru care proba C; a retinut cea mai mare cantitatea de 5-FU.

4.7. Studiul cineticii de eliberare a medicamentului
Pentru studiul procesului de eliberare a medicamentului a fost ales drept exemplu reprezentativ

proba C; care a retinut cea mai mare cantitate de 5-FU, intruneste caracteristicilor morfologice si
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dimensionale optime precum si o bund dispersabilitate In medii apoase, si caracteristici de
biomaterial adecvate.

Deoarece utilizarea nanoparticulelor presupune administrarea acestora sub formd de
suspensie injectabild in proximitatea tumorilor, s-a efectuat studiul cineticii de eliberare la pH-ul

similar mediului acestora. Profilul cineticii de eliberare este in consecintd reprezentat in figura 72.
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Figura 72. Curba cinetica de eliberare a 5-FU din particulele de tip C, (tampon fosfat, pH =
6.7, T=37°C)

Comportamentul la eliberare este tipic sistemelor difuzionale, prezentand un ,burst effect”
caracteristic, nu foarte pronuntat, urmat de o faza de eliberare mai lenta. Prima faza a procesului de
eliberare este determinata, evident, de eliberarea moleculelor de medicament adsorbite in suprafata
nanoparticulelor, care se petrece in prima ord a procesului. Ulterior se instaleaza o cineticd lentd,
tipica sistemelor difuzionale. Dupa 230 ore, cantitatea de 5-FU eliberata din nanoparticule ajunge la
aproximativ 60 mg/g particule, acestea manifestand tendintd de eliberare in continuare a
medicamentului.

Analiza cineticii de eliberare a 5-FU din proba C; a fost efectuatd pe baza modelului
matematic Korsmeyer-Peppas. Prelucrarea datelor cinetice experimentale pe intervalul 0 - 200
minute a permis calculul exponentului difuzional ca fiind n = 0,803.

Aceastd valoare (0,5 < n < 1,0) sugereazd o difuzie anormald, non-fickiana, procesul de
transport al medicamentului prin matricea polimera fiind guvernat atat de procese de difuzie cat si

de umflare.[362,363]
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Capitolul 5

Sisteme particulate polimer - medicament pe baza derivatului de chitosan cu

In cadrul capitolului curent este prezentati obtinerea, caracterizarea structurald, morfologica
si din punct de vedere al proprietatilor de biomaterial a sistemelor polimer-medicament obtinute pe
baza chitosanului modificat cu maltoza care au ca scop transportul dirijat al antibioticelor in cazul
infectiilor cu Escherichia coli. Ne propunem in acest sens modul de administrare sub forma de
suspensie apoasa, intravens, pentru cazurile avansate de infectii cand E. coli poate trece in torentul
sangvin provocand septicemie. Considerdm importantd in acest caz eliberarea unei doze soc in
primele momente, direct la tintd, urmatd de o eliberare ulterioard mai lentd, vizdnd in acest fel

evitarea absorbtiei medicamentului (asa cum se intampla in cazul administrarii solutiilor injectabile)

in zonele neafectate.

Programul experimental elaborat pentru obtinerea nanoparticulelor este prezentat in tabelul

17.

Tabelul 17. Parametrii variati In cadrul protocolului experimental de obtinere a

nanoparticulelor.*

maltoza

Cod | Concentratia Raport Raport Timp de Timp de
proba solutiei de -NH;"/Na,SO;4 -NH;/AG reticulare reticulare
polimer (%) (mol/mol) (mol/mol) ionica (min) covalenta (min)

CM1 60 90

CM2 0,5 1/4,9 1/0,2

CM3 120 150

CM4 0,3 1/6,46 1/0,23

CM5 0,8

*.NH;" reprezinti grupele amoniu cuaternizate din chitosanul modificat cu maltozi, disponibile

procesului de reticulare.

Pentru toate tipurile de particule prezentate in protocolul experimental s-a utilizat acelasi raport faza

apoasé/fazd organica = 1/4 (volumic), acelasi procent de surfactant - 2% (masic) din faza apoasa, respectiv

organica si aceeasi viteza a ultraturaxului (15000 rpm).
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5.1. Caracterizarea structurala prin FT-IR

In figura 76 pot fi observate cele doud spectre ale precursorului derivat de chitosan cu
maltoza si a probei CM3 aleasd pentru exemplificarea reactiei de reticulare. Asadar, deoarece
benzile de absorbtie caracteristice chitosanului modificat au fost identificate si descrise in detaliu n
capitolul 3, in cele ce urmeazi vor fi explicitate doar benzile din spectrul nanoparticulelor. In urma
analizei spectrului probei CM3 se pot observa urmatoarele:

» aparitia a doud benzi noi de absorbtie spre deosebire de spectrul derivatului de

chitosan la numerele de unda 1637,5 cm™ $1 619,12 cm” dovedesc formarea legaturilor iminice (-

C=N-) respectiv a celor ionice prin intermediul ~S0.~

CSMO0.7
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Figura 76. Spectrele FT-IR ale nanoparticulelor de tip CM3 si derivatului (CSMO0.7) din care au fost
obtinute.
5.2. Caracterizarea morfologica

Conform prococolului experimental (tab. 17), o serie de parametri au fost variati in procesul
de obtinere a nanoparticulelor conducand la diferente sesizabile in ceea ce priveste aspectul,
polidispersitatea, tendinta de aglomerare si diametrul mediu al acestora.

5.2.1. Microscopia electronica de baleiaj

Figura 77 ilustreazd micrografiile specifice celor 5 probe obtinute conform programului
experimental. Diferentele morfologice observate in urma analizei SEM duc la urmatoarele
observatii:

» folosirea rapoartelor polimer/reticulant de 1/4,9 si 1/0,2 (ionic, respectiv covalent) in cazul
probei CM1 asociate cu timpii de reticulare de 60 si 90 de minute a dus la formarea unor

aglomerate, acest lucru indicand faptul cé reticularea a fost insuficient;
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cresterea timpului de reticulare la 120, respectiv 150 minute cu mentinerea constantd a
rapoartelor de reticulare (CM2) imbunatateste usor aspectul particulelor insad tendinta de
aglomerare se mentine inca foarte ridicata;

in cazul probei CM3, sciderea rapoartelor -NH;'/Na,SOy si -NH;3/AG la 1/6,46, respectiv
1/0,23 a determinat obtinerea unor particule cu forma sferica bine conturata, suprafata neteda
si tendinta foarte slaba de aglomerare, avand diametrul mediu de 150 — 300 nm.

scaderea concentratiei solutiei de polimer de la 0,5% la 0,3% 1n cazul probei CM4 cu
pastrarea constantd a celorlalti parametri a alterat morfologia nanoparticulelor crescandu-le
polidispersitatea si tendinta de aglomerare (comportament observat si in cazul particulelor
studiate in capitolul anterior pentru dilutii ale fazei apoase).

cresterea concentratiei fazei apoase la 0,8% pentru proba CMS5 genereazd nanoparticule
foarte polidisperse cu diametru cuprins in intervalul 200-1000 nm. O explicatie poate fi
aceea ca prin cresterea vascozitatii solutiei de polimer, picaturile formate in etapa de emulsie

sunt mai mari, doar o parte din ele putand fi sparte prin ultraturaxare.

Figura 77. Fotografii SEM ale probelor CM1, CM2, CM3, CM4 si CM5
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5.2.3. Determinarea diametrului mediu prin difractometrie laser si a

potentialului zeta
Curbele diferentiale de distributie granulometrica ale probelor CM3, CM4 si CMS5 prezentate
in figura 79 evidentiaza valorile medii ale diametrului nanoparticulelor care se dovedesc in buna
concordanta cu datele SEM. Se constatd si de aici influenta concentratiei solutiei de polimer si
anume ca odata cu cresterea valorii acesteia in ordinea CM4, CM3, CMS5, valorile diametrelor medii

inregistrate urmeaza aceeasi tendinta crescatoare: 128 nm, 165 nm, respectiv 420 nm.

1o Malc d 2 Lawal: O
2. Malc 3 D Func:lene
.0 Malc S D Enifc: O

Hapmmlizsd Paeticla fedumb

Figura 79. Curbele de polidispersitate dimensionald ale nanoparticulelor CM3, CM4 si CM5
determinate prin difractometrie laser
5.4. Caracteristici de biomaterial
5.4.1. Hemocompatibilitate
.Potentialul hemolitic al probelor CM3, CM4 si CM5 a fost evaluat pentru concentratii
cuprinse intre 100 — 400 pg/mL utilizdnd o metoda spectrofotometrica. Rezultatele testului de

hemoliza pentru proba reprezentativi CM3 ale carei rezultate sunt reprezentate in figura 81.

H2hours 4 hours 6 hours

Hemohlza (%o)

100 ) 200 ) 400
Concentratia suspensiei de nanoparticule (ugmL)

Figura 81. Procentul de hemoliza dupa 2, 4 si 6 ore de la expunere 1n prezenta probei CM3
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Este evident din grafic faptul ca procentul de hemolizd este sub 5% pentru toate
concentratiile (100, 200 si 400 pg/mL) si timpii la care au fost determinate valorile. Rezultatele
sugereaza cd proba CM3 este utilizabila pentru administrari intravenoase atunci cand concentratia in

sange nu depaseste 400 pg/mL.

5.5. Capacitatea de includere/eliberare a levofloxacinului

In selectarea medicamentului model s-a avut in vedere caracterul de hidrogel al suporturilor
nanoparticulate precum si procesul difuzional de incarcare/eliberare, ambele presupunand utilizarea
unui compus hidrosolubil. Levofloxacinul este un antibiotic din familia fluorochinolonelor cu
spectru larg de actiune in tratamentul infectiilor bacteriene printre care si E. coli.

5.5.1. Cinetica de incarcare a levofloxacinului

Includerea levofloxacinului in suporturile polimere s-a realizat prin difuzie cantitatea de
medicament retinutd in particule a fost stabilitd prin diferentd determinand concentratia de
levofloxacin rdmasd in supernatant dupd centrifugarea probelor, pe baza curbei de calibrare
construita anterior. Valorile cantitdtilor de levofloxacin retinute pe suporturi sunt prezentate in

tabelul 19 pentru probele analizate.

Tabelul 19. Cantitatea de medicament retinuta pe suporturile studiate

Cod proba mg de medicament retinut/g
nanoparticule
CM3 148,71
CM4 135
CM5 215,53

In continuare, pentru proba CM3 consideratd optimi s-a studiat influenta concentratiei
solutiei de medicament asupra cantitétii de levofloxacin retinutd pe particule. S—au utilizat in acest
scop trei concentratii diferite ale solutiilor de medicament: 25 mg/mL, 30 mg/mL si 50 mg/mL,
parametrii temperaturd si timp de Incarcare raimanand constanti, respectriv 28 — 30 °C si 24 ore. S-

au determinat astfel cantitatile prezentate in tabelul 20.
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Tabelul 20. Cantitatea de medicament retinutd pe suport functie de concentratia solutiei de

medicament

Cantitatea retinuta Cantitatea retinuta Cantitatea retinuta
Proba (mg/g proba) pentru (mg/g proba) pentru (mg/g proba) pentru
solutia de 25 mg/mL solutia de 30 mg/mL solutia de 50 mg/mL

CM3 148,71 234,15 351,22

Dupa cum se poate observa din datele prezentate in tabelul 20, cantitatea de medicament
retinutd pe suporturi este influentata de concentratia solutiei de medicament in care acestea au fost
imersate, conform asteptarilor. Procesul de incarcare fiind guvernat de difuzie, conform legii lui
Fick, gradientul de concentratie joacd un rol hotarator, determinand intensificarea transferului de
medicament dinspre solutie spre interiorul retelei polimere. Ca urmare, cantitatea de medicament
inclus creste cu cresterea concentratiei sale in solutie.

5.5.2. Cinetica de eliberare a levofloxacinului

Conform literaturii de specialitate, levofloxacinul poate fi administrat atat sub forma de
tablete si solutii orale cat si sub forma de premix injectabil.[375] Se cunoaste cd in cazul
administrarii obisnuite orale, cea mai mare cantitate de medicament este metabolizatd pematur, in
timpul transportului, pana la atingerea zonei tinta. Aceasta modalitate este ineficientd determinand
pierderi de medicament si necesitatea administrarilor frecvente pentru atingerea indicelui terapeutic
optim.

Studiul prezent propune administrarea levofloxacinului in tratamentul infectiilor cu bacterii
E. coli localizate in sange prin intermediul sistemelor de transport nanoparticulate dirijate de
maltoza. Pentru aceasta s-a studiat modul de eliberare al Levofloxacinului in mediu de tampon fosfat

de pH = 7.4, la temperatura de 37 °C. Datele obtinute sunt prezentate in tabelele 21 si 22.

Tabelul 21. Cantitatea de levofloxacin eliberatd din sistem in tampon fosfat, pH = 7,4.

Cantitate de medicament eliberata din sistemul polimeric CM3

(mg levofloxacin/g sistem)

Timp (min) Tampon fosfat pH =74
5 91,37
15 115,19
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30 126,55

60 127,68

180 130,07

480 132,76

1440 148,38

2880 150,2
Total eliberat 70% din cantitatea inglobata

Testul efectuat in mediu de pH = 7,4 debuteaza cu eliberarea unei cantitati de 91,37 mg
levofloxacin corespunzdtoare primelor 5 minute. Administrate in fluxul sangvin (al carui pH este
simulat 1n acest caz) sub formd de suspensie apoasd, nanoparticulele purtatoare de levofloxacin ar
putea localiza foarte repede bacteriile £. coli prin intermediul maltozei de la suprafata, administrand
in primele 15 minute o doza soc acestora urmand ca mai apoi sd elibereze restul de medicament pe o
duratd de pana la 1440 - 2880 minute. Comparativ cu premixul injectabil, sistemele propuse prezinta
avantajul localizarii medicamentului exact la zona doritd fard pierderi In zonele neafectate. De
asemenea, in sistemele particulate se poate Incdrca o cantitate mai micd de medicament deoarece

acesta va ajunge direct la tintd indeplinind functia dorita.
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Capitolul 6

Sisteme nanoparticulate magnetice polimer-medicament pe baza de chitosan

modificat cu maltoza
Capitolul prezent propune obtinerea si caracterizarea structurald, morfologica si din punct de
vedere al proprietdtilor fizico-chimice si de biomaterial a nanoparticulelor polimere magnetice pe
bazd de magnetitd si chitosan modificat cu maltoza pentru transportul activ prin flux sangvin al
medicamentelor antitumorale la nivelul celulelor canceroase.
Programul experimental urmarit pentru obtinerea nanoparticulelor hibride este prezentat in tabelul
23.

Tabelul 23. Programul experimental utilizat in prepararea nanoparticulelor”

Sol Retic. | Retic.
Cod Derivat | polimer | CSM/Fe;04 | -NH;3/Na;SO4 | -NH;3/AG | ionici | cov.
proba | CS/malt (%) (g/g) (mol/mol) (mol/mol) | (min) (min)
MG.1 CSM3 11 60 90
MG.1.1 120 150
MG.2 1/12,6 1/0,85 60 90
MG.2.1 | CSML1.5 0,5
MG.2.2 1/0,7
MG.3 11
MG.3.1 1/0,7 120 150
MG32 | CSMO7 [ og 1/7,2 1/0,26
MG.3.3 0,3 1/0,5
MG.3.4 0,5

“_NH;" reprezintd grupele amoniu cuaternizate din derivatul de chitosan capabile de a participa la
procesul de reticulare.

Pentru toate tipurile de particule prezentate in protocolul experimental a fost utilizat acelasi raport
faza apoasa/faza organica = 1/4 (vol), acelasi procent de surfactant, 2% (masic) din faza apoasa (polimer +
magnetitd), respectiv organica si aceeasi viteza a ultraturaxului (15000 rpm).

Concentratia suspensiei apoase de magnetitd a fost determinata prin uscarea la pond constant

a unui volum cunoscut, valoarea obtinuta fiind de 5,7%.
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6.1. Caracterizarea structurala a nanoparticulelor prin FT-IR

Spectrele FT-IR inregistrate pentru particulele polimere magnetice confirma formarea
structurii propuse prin prezenta benzii de la v = 1632,68 cm™ corespuzitoare vibratiilor de intindere
ale legaturii iminice —C=N- rezultatd in urma reticularii covalente, si a benzii de absorbtie de la
617,2 cm’ care este caracteristici reticuldrii ionice prin grupele sulfat (-SO4>). Prezenta
materialului magnetic in structura nanoparticulelor compozite este argumentatd prin aparitia
semnalului de la numirul de undi 585,37 cm™ corespunzitor legiturilor Fe-O/Fe-O-Fe din
magnetitd (Fe;04).[385]

6.2. Caracterizarea morfologica a nanoparticulelor

6.2.1. Caracterizare prin microscopie SEM si TEM

Reducerea gradului de functionalizare a CS cu maltoza la 12% in cazul derivatului CSMO0.7,
a dus la morfologie Tmbunatdtitd care poate fi observatd in figura 87. Interpretarea micrografiilor
SEM ale nanoparticulelor polimere magnetice in acest caz a condus la urmatoarele concluzii:

- in cazul probei MG.3 pentru care raportul masic polimer/ Fe;Oj4 utilizat a fost de 1/1, iar
concentratia solutiei de polimer a fost de 0.5%, se observad aparifia unor aglomerate in suprafata
nanoparticulelor explicatd prin prezenta unei cantitati insemnate de magnetitd neinclusa in marticea
polimera, care destabilizeaza particulele. Acest comportament a fost intuit incad din etapele de
spalare/purificare a nanoparticulelor compozite;

- scaderea cantitatii de Fe;Oy4 (prin cresterea raportului polimer/ Fe;O4) din particulele
compozite a dus la obtinerea unor nanoparticule bine individualizate, cu forma sferica bine conturata
(cazul probelor MG.3.1 si MG.3.2);

- mentinerea constantd a raportului polimer/ Fe;O4 si cresterea concentratiei solutiei de
polimer de la 0.5% la 0.8% a dus la o crestere a diametrului mediu al nanoparticulelor de la 300-500
nm 1n cazul probei MG.3.1, la 700-1500 nm in cazul probei MG.3.2;

- la modificarea raportului polimer/ Fe;O4 de la 1/0.7 la 1/0.5 (in cazul probelor MG.3.1 si
MG.3.4), nu se mai observa o diferentd semnificativd pentru forma nanoparticulelor ci doar o
scadere usoard a diametrului mediu de la 300-500 la respectiv 200-400; efectul este determinat,
evident, de volumul mai redus al magnetitei prezentd in compozitia nanoparticulelor.

- in cazul probelor MG.3.3, MG.3.4 , mentinerea constanta a raportului polimer/ Fe;O4 la

1/0.5 si diluarea solutiei de polimer la 0.3% (MG.3.3) a dus la alterarea formei particulelor

cu obtinerea de aglomerate.
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Figura 87. Imagini SEM pentru probele MG.3, MG.3.1, MG.2.2, MG.3.2, MG.3.3 si MG.3.4
6.2.2. Caracterizare prin microscopie de forta atomica

Pentru a pune in evidentd o datd in plus inglobarea materialului magnetic in matricea
polimera, nanoparticulele hibride au fost analizate din punct de vedere morfologic si prin
microscopie de forta atomica. Inregistrarea imaginilor topografice si de faza ofera informatii asupra
morfologiei de suprafatd a materialului compozit iar criosectiunile aduc dovezi asupra structurii
interne. In scop ilustrativ s-a ales proba MG.3.1 care din analizele SEM a dovedit dimensiune
optimd din punct de vedere al aplicatiei vizate. Analiza imaginilor stocate (fig. 88) a dus la
urmatoarele concluzii:

* imaginea topografica (a) indicd prezenta unor particule cu forma sferica bine definita avand

diametrul mediu de aproximativ 450 nm, valoare in acord cu datele obtinute prin SEM;
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= contrastul de faza de la suprafata particulelor polimere, evidentiat in imaginea de faza (b),
demonstreaza existenta unei fractii de maerial magnetic neinclus in nanoparticule, fixat in
suprafata lor. Regiunile inchise la culoare reprezintd particulele magnetice mult mai rigide
decat polimerul.

* imaginile (¢) si (d) reprezintd morfologia criosectiunilor probei la rezolutia de 2X2 um;

* imaginea de faza (d) obtinuta in paralel cu imaginea topografica (c) certifica aparitia unui
contrast de fazd in particulele hibride. Faptul argumenteaza prezenta materialului magnetic
sub formd de aglomerate in interiorul matricei polimere. Din nou, regiunile de culoare

inchisa reprezintd materialul magnetic mai rigid decat polimerul.

26.3nm

0.0 1:Height 19um

-147 26.2nm _ 27.5
b |

19.1% 2x2um =15.3nm 2x2um -152
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Figura 88. Imagini AFM ale probei MG.3.1; (a) imagine topografica; (b) imagine de faza; (c)

criosectiune topografica; (d) criosectiune de faza;

6.3. Proprietati fizico-chimice ale nanoparticulelor
6.3.1. Caracterizarea termica
Analiza termogravimetrica a nanoparticulelor polimere magnetice a fost realizata din doua
motive. In primul rand s-a dorit simularea procesului de sterilizare termici necesar in cazul
materialelor cu aplicatii biomedicale si in al doilea rand s-a dorit evaluarea continutului de
magnetitd inclusd In matricea polimera functie de raportul polimer/magnetita utilizat in procesul de

obtinere. Comportarea termica in conditii izoterme a probelor a fost analizata in aer, prin mentinerea
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acestora la temperaturad constantd, respectiv 120 °C timp de 40 de minute, pentru a simula modul in
care se realizeaza sterilizarea materialelor. S-a continuat apoi incélzirea cu viteza de 10 °C/min pana
la 700 °C.

Pierderile procentuale de masa de la temperaturi mai mari de 120 °C au fost comparate in
tabelul 24 cu cele obtinute din curbele inregistrate in conditii dinamice n intervalul de temperatura
25 — 700 °C, cu viteza de 10 °C/min. S-au constatat variatii ale procentului de masad pierduta in
limita a + 2%. Rezultatele obtinute indica faptul ca materialele analizate au o foarte buna stabilitate
termica astfel incat pot fi supuse procesului de sterilizare in conditii de siguranta la temperatura de
120 °C timp de 40 minute.

Tabelul 24. Rezultatele testelor de rezistenta termica in conditii izoterme si dinamice

MG.3.1 MG.3.2 MG.3.3 | MG.3.4

Proba/Conditii
Pierderea procentualid de masa la
temperaturi mai mari de 120 °C
10 °C/min (25 - 700 °C) 48.98 51.85 52.30 54.37

10 °C/min (25 - 120 °C)
40 min (120 °C) 50.86 51.34 54.29 56.00

10 °C/min (120 - 700 °C)

Reziduu® (%) 49,14 48,66 45,71 44

* . . . e o ee .
Reziduul corespunde procesului de simulare a sterilizarii termice.

In urma analizei temice (fig. 90) s-a observat ci toate probele prezintd trei trepte de
degradare, cantitatea de reziduu fiind cuprinsd intre 46,28 — 53,91%. Prima treaptd de degradare
decurge in intervalul 45,95 — 114,71 °C cand se produce o pierdere de masa cuprinsd intre 8,55 —
12,9% corespunzatoare eliminarii apei puternic fixata In matricea polimera si a compusilor volatili
din particule. A doua treapta are loc in intervalul 212,4 - 289 °C fiind nsotita de pierderi de masa de
13,21 — 16,27%, ce caracterizeaza inceputul degradarii inelelor zaharidice din catena de baza a
derivatului de CS. Principala etapa de degradare, a treia, are loc in intervalul 274,8 — 451,35 °C, cu

maxime ale pierderilor de masa (22,62 — 28,11%) corespunzatoare degradarii matricii polimere.
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Se poate observa cd masa de reziduu variazd conform asteptdrilor: cu cat raportul
polimer/Fe;O4 utilizat in sintezd este mai mic (cantitatea de Fe;O4 creste), cu atat reziduul la
degradare este mai mare (MG.3.1 si MG.3.2). Cresterea concentratiei solutiei de polimer (cu
mentinerea aceleiasi cantitdti de magnetitd) a dus la includerea unei mase mai mari de magnetita in
picaturile de o vascozitate si deci dimensiune mai mare formate in etapa de emulsionare a fazelor si

stabilizare prin reticulare ionica (MG.3.2. si MG.3.4).
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Figura 90. Curbele TG si DTG ale nanoparticulelor polimere magnetice MG.3.1, MG.3.2, MG.3.3
si MG.3.4
6.3.2. Proprietati magnetice

In figura 91 sunt reprezentate curbele de magnetizatie ale magnetitei simple precum si ale
probelor MG.3, MG.3.1 si MG.3.3, determinate prin VSM la temperatura camerei. Dupd cum se
poate observa, in toate cele patru cazuri curbele de magnetizatie nu prezintd histerezis la aplicarea
unui camp magnetic exterior. Atat coercitivitatea (H.) cat si remanenta (Mr) sunt zero, fapt ce
demonstreaza superparamagnetismul nanoparticulelor.[386] Determinand valorile magnetizatiilor de
saturatie (M;) pentru fiecare probad, se Inregistreazd M= 65.6 emu/g pentru Fe;O4, Mg = 29.32
emu/g pentru proba MG.3, si valorile 22 emu/g si 20 emu/g pentru MG.3.1 respectiv MG.3.3.
Analiza comparativd a valorilor magnetizatiei de saturatie argumenteazd o datd in plus faptul ca
matricea polimera a inglobat cu succes materialul magnetic. Se poate observa cd valoarea cea mai
ridicata a magnetizatiei este Inregistrata pentru magnetita simpld, aceasta scazdnd odata cu cresterea
raportului polimer/Fe;O4 (de la 1/11n cazul probei MG.3, la 1/0.5 in cazul probei MG.3.3) utilizat in

protocolul de obtinere.
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Figura 91. Curbele de magnetizatie ale magnetitei si probelor MG.3, MG.3.1 si MG.3.3
6.3.3. Determinarea stabilitatii suspensiilor apoase de nanoparticule

Deoarece una din motivatiile modificarii chitosanului cu maltoza a fost aceea de a-i creste
hidrofilia, si de aici stabilitatea nanoparticulelor obtinute din acestea (prezentand in suprafata lor
segmentele hidrofile de dizaharidd) in medii apoase, s-a considerat importanta determinarea
potentialului Zeta al suporturilor hibride preparate. Astfel, valorile Inregistrate pentru doud probe
selectate din punct de vedere al caracteristicilor morfologice favorabile sunt prezentate in tabelul
urmator:

Tabelul 26. Valorile potentialului £ al probelor MG.3.1 si MG.3.2.

Proba Potential Zeta (mV)
MG.3.1 - 52,43
MG.3.2 - 54,56

Valoarea absolutd ridicata a potentialului { (cuprinsa intre = 40 si £ 60 mV) situeaza

nanoparticulele analizate in categoria celor cu stabilitate bund,[373] demonstrand ipoteza initiala.

6.4. Caracteristici de biomaterial
6.4.1. Citotoxicitate
Testele de evaluare a viabilitdtii celulare au fost realizate pe probele MG.3.1, MG.3.2,
MG.3.3 si MG.3.4 utilizand celule fibroblaste. Exemplificarea comportamentului celulelor in

prezenta suporturilor nanoparticulate compozite este realizata pentru proba MG.3.1 in figura 94.
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Valorile viabilitatii celulare inregistrate pentru cele doud concentratii--care incadreaza

suporturile analizate in categoria celor cu toxicitate scazuta--sunt evidentiate in figura 94.[356]

E Control EMG.J3.1-100 WMG3.1-50
100.00% A

30.00% A I

» 60.00% |
E 40.00% A
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24h 48h
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Figura 94. Viabilitatea celulara a fibroblastelor in prezenta probei MG.3.1 inregistrata la 24,
48 51 72h

6.4.2. Hemocompatibilitate

Deoarece se doreste administrarea prin injectie a nanoparticulelor sub forma de suspensie in
ser fiziologic, cunosterea modului de interactiune al acestora cu entitatile biologice componente ale
sangelui este necesard pentru a evita aparitia reactiilor secundare precum hemoliza. Astfel, a fost
evaluat potentialul hemolitic al probelor MG.3.1, MG.3.2, MG.3.3 si MG.3.4, valorile rezultatelor
obtinute dovedindu-se a fi similare pentru toate probele analizate, nemanifestand diferente
semnificative. S-a ales in mod aleator pentru reprezentarea rezultatelor proba MG.3.1 al carei
potetial hemolitic determinat spectrofotometric, evaluat pentru concentratii cuprinse intre 100 si 400
pg/mL, este prezentat in figura 95. Rezultatele reprezintd media a trei determinari diferite pentru
fiecare concentratie.

Se constatd ca procentul hemolitic creste odatd cu cresterea concentratiei de nanoparticule.
Cu toate acestea, valoarea procentului este mai mica de 5% pentru toate concentratiile testate (100,
200 si 400 pg/mL) si toti timpii de analizat. Nanoparticulele magnetice prezintd un procent de
hemoliza apropiat de limita de 5%, pe care insa nu o depasesc. Rezultatele sugereaza astfel ca proba
MG.3.1 este potrivitd administrdrii prin injectie intravenoasd daca concentratia in sange nu

depaseste 400 pg/mL.
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Figura 95. Procentul de hemoliza dupa 2, 4 si 6 ore de la expunerea in prezenta nanoparticulelor de

tip MG.3.1

6.5. Capacitatea de includere/eliberare a 5-fluorouracilului
6.5.1. Cinetica de includere a 5-fluorouracilului

Pentru studiul comportamentului la incarcare cu principiu activ a suporturilor polimere
magnetice otinute a fost ales ca medicament antitumoral model 5-Fluorouracilul (5-FU).

S-a dovedit ca procesul de incarcare a particulelor cu 5-FU in mediu apos urmeaza
coportamentul probelor la umflare, cantitatea de medicament retinuta de particule depinzand de
raportul polimer/magnetita utilizat. S-a determinat astfel ca probele analizate (MG.3.1, MG.3.2,
MG.3.3, MG.3.4) au retinut dupd 24 de ore intre 46,5-72,6 mg 5-FU/g nanoparticule.
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Figura 96. cinetica de incarcare a 5-FU 1n particulele de tip MG.3.1 in apa bidistilata
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Figura 96 prezintd cinetica de incdrcare a probei MG.3.1 (selectata aleator) pand la 72 ore
cand este atins maximul cantitdtii de medicament inglobat, respectiv 49,12 mg 5-FU/g
nanoparticule.

6.5.2. Cinetica de eliberare a 5-fluorouracilului
Pentru a analiza capacitatea de eliberare a medicamentului din suportul polimeric, probele au fost

supuse analizei In mediu de pH = 6,7 (similar zonelor tumorale) la temperatura de 37 °C.
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Figura 97. Cinetica de eliberare a 5-FU din particulele de tip MG.3.1 in tampon fosfat, pH = 6.7,

T=37°C
In ceea ce priveste procesul de eliberare a substrantei active din particulele hibride

(fig. 95), se constatd o primd faza rapida in primele 300 minute “burst effect” explicatd prin
eliberarea medicamentului adsorbit 1n suprafata si absorbit in straturile superficiale ale particulelor,
urmatd de o faza lentd (caracterizatd de o eliberare constantd) pana la 1440 minute cand atinge
maximul eliberat, de 81,14% din cantitatea retinuta.

Analiza cineticii de eliberare a fost realizatd pe baza modelului matematic Korsmeyer-
Peppas. In urma prelucririi datelor cineticii de eliberare, s-a obtinut ecuatia:

y = 0,408x — 0,985,

din care s-au determinat parametrii k = 0.103, n = 0.408 si R*= 0.966.

Valoarea exponentului n ce caracterizeaza mecanismul de eliberare, destul de apropiata de

0,5, indicd un mecanism de transport/eliberare dominat, practic, de difuzie.[362,363]
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Concluzii generale

Teza de doctorat a avut ca obiectiv principal obtinerea unor noi suporturi polimere
nanoparticulate, pe baza unor derivati de chitosan, cu rol de vectori in transportul la tinta a
medicamentelor. Afectiunile vizate in acest studiu au fost cancerul si infectiile generate de bacteria
Escherichia coli in sange. In cazul cancerului au fost abordate doui tehnici de directionare activa,
prima presupunand dirijarea nanoparticulelor prin intermediul acidului folic cu rol de ligand de
directionare recunoscut de receptorii membranari ai celulelor canceroase (ex. canecul ovarian), in
timp ce a doua tehnica a presupus dirijarea nanoparticulelor polimere magnetice prin intermediul
unui cAmp magnetic exterior panid la zona tumorii. In cazul infectiei bacteriene, transportul
sistemelor nanoparticulate a fost proiectat a fi realizat prin intermediul fragmentelor de maltoza de
la suprafata vectorilor, capabile de a lega o proteind membranara specifica celulelor tinta.

Modificarea chimicd a chitosanului cu acid folic si maltoza s-a realizat prin reactii chimice la
gupele aminice primare ale polizaharidei formand compusi cu noi proprietati care au stat la baza
obtinerii suporturilor polimere ulterioare.

Tehnica aplicata in prepararea noilor nanoparticule a fost emulsia inversa cu dubla reticulare
- ionicd si covalenta. Reticularea majoritarad, cea ionica, a permis mentinerea caracterului
biocompatibil al particulelor in timp ce reticularea covalentd, in proportie mult mai redusd, a
asigurat stabilitatea mecanica necesara.

Contributiile proprii ale lucrarii, structurate in patru capitole, au dus la formularea unui set
de concluzii dupa cum urmeaza:

1. S-au obtinut doi derivati de chitosan prin modificarea chimica a acestuia cu acid
folic si maltoza in diverse rapoarte molare.

e analiza structurald a derivatilor CS-FA prin spectroscopie FT-IR a indicat legarea chimica a
acidului pe lanturile polizaharidei argumentatd de deplasarea benzilor de absorbtie
caracteristice chitosanului si, de asemenea de aparitia unora noi (aspect mult mai bine
evidentiat 1n cazul raportului molar CS/FA = 1/1).

e caracterizarea derivatilor prin spectroscopie 'H RMN a relevat prezenta acidului folic in
structura noului compus prin aparitia peakurilor specifice protonilor inelelor aromatice, care
lipsesc in structura chitosanului nativ.

e analiza spectrala UV-VIS a permis determinarea gradului de functionalizarea a derivatilor

sintetizati, observandu-se cresterea acestuia odata cu scaderea raportului molar CS/FA.
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dovada indirectd a transformarii chitosanului a fost adusd de spectroscopia de raze X, care
evidentiazd in difractogramele compusilor usoare deplasari ale peakurilor de maxima
intensitate precum si modificarea raportului acestora.

in cazul derivatilor de chitosan cu maltoza, spectroscopia FT-IR aduce dovezi clare asupra
functionalizarii prin lirgirea benzii de absorbtie din intervalul 3300-3600 cm™ justificata de
aportul crsescut de grupe —OH din maltoza implicate in multiple legaturi de H.

in plus, spre deosebire de spectrul CS simplu, in spectrul derivatilor apar deplasari ale
benzilor de absorbtie.

spectroscopia 'H RMN a permis calculul gradului de fuctionalizare al produsilor preparati,
acesta dovedindu-se dependent de raportul molar -NH,/maltoza.

2. S-au obtinut 6 tipuri de nanoparticule polimere pe baza derivatilor CS-FA prin metoda

emulsiei inverse cu dubld reticulare. Reticularea majoritara a fost cea ionica realizata Intre grupele

aminice libere ale derivatului si ionii sulfat din Na,SO4 in timp ce reticularea covalenta (cu rol de

stabilizare mecanicd) a avut loc prin intermediul aldehidei glutarice.

caracterizarea structurald prin spectroscopie FT-IR a nanoparticulelor a pus in evidentd
realizarea celor doud tipuri de reticulare prin prezenta benzilor de absorbtie caracteristice
fiecareia.

caracterizarea morfologicd prin microscopie electronicd de baleiaj confirma obtinerea unor
particule cu forma sferica si dimensiuni submicronice, potrivite aplicatiei vizate.
difractometria cu radiatie laser pe probele C; — D; a evidentiat aspectul monomodal al
curbelor de distributie granulometrica, cu polidispersitate relativ ingusta si diametrul mediu
al nanoparticulelor cuprins intre 100 - 300 nm, rezultate in acord cu cele inregistrate prin
microscopie electronica.

stabilitatea suspensiilor apoase de nanoparticule, importantd pentru potentiala lor
administrare injectabila, a fost studiatd prin determinarea potentialului C ale carui valori
incadreaza nanoparticulele in categoria coloizilor cu instabilitate incipientd; se constata ca
stabilitatea suspensiilor creste (valoarea absoluta a potentialul Zeta creste) cu cat cantitatea
de reticulant este mai micd, deoarece raman mai multe grupe aminice libere ce determina
forte de respingere mai intense intre particule.

testul de viabiltate celulard exemplificat pe probele Cs si C; demonstreaza lipsa de toxicitate

a nanoparticulelor.
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rezultatele testelor de hemoliza pe nanoparticulele de tip C;si C; au dovedit ca acestea sunt
potrivite pentru administrarea sistemica atat timp cat concentratia lor in sdnge este mai mica
de 200 pg/mL.

analiza citofluorimetricd a demonstrat capacitatea mai ridicatd a nanoparticulelor pe baza de
chitosan functionalizat cu acid folic de orientare si fixare la peretele celulelor tumorale de tip
A549.

nanoparticulele obtinute s-au dovedit a avea capacitate de retinere a 5-FU prin proces
difuzional.

modelarea matematicd a datelor cinetice de eliberare a permis calculul exponentului
difuzional n a cérui valoare indica un transport al medicamentului guvernat atat de difuzie
cat si de umflare.

3. S-au preparat 5 tipuri de nanoparticule pe baza de chitosan modificat cu maltoza prin

procedeul emulsiei inverse cu dubla reticulare, utilizindu-se aceiasi reticulanti ca in cazul anterior.

analiza structurala FT-IR a pus in evidentd realizarea cu succes a celor doua tipuri de
reticulare prin aparitia de noi benzi de absorbtie caracteristice.

analiza SEM a nanoparticulelor a demonstrate influenta raportului polimer/reticulant si a
timpilor de reticulare asupra caracteristicilor morfologice.

microscopia de fortd atomica a validat datele obtinute din SEM cu privire la forma si
dimensiunea medie a particulelor.

curbele diferentiale de distributie granulometricd, monomodale, sunt in acord cu
dimensiunea particulelor evaluatd prin microscopie atomica, scotdnd in evidentd influenta
concentratiei solutiei de polimer.

valoarea absolutd ridicatd a potentialului Zeta inregistrat pentru proba CM3 duce la
concluzia ca ipoteza initiald legatda de imbunatatirea stabilitatii particulelor obtinute din
polimeri cu hidrofilie crescuta, este valabila.

rezultatele testului de hemocompatibilitate sugereaza cd nanoparticulele sunt utilizabile
pentru administrari intravenoase atunci cand concentratia n singe nu depaseste 400 pg/mL.
nanoparticulele prezintd capacitate bund de Incarcare a levofloxacinului prin difuzie,
cantitatea retinuta fiind dependentd de concentratia solutiei de polimer utilizata in protocolul

de obtinere a sportului.
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studiul influentei concentratiei de medicament a demonstrat ca odatd cu cresterea
concentratiei solutiei de medicament, creste si cantitatea retinutd de suport, consecintd
evidenta a unui comportament fickian.

modul de eliberare a medicamentului din suporturi este caracteristic sistemelor difuzionale
implicand un “burst effect” initial urmat de o eliberare pe parcursul a 24 ore, sugerand
potentiale aplicatii ale sistemelor in transportul medicamentelor in cazul infectiilor cu E. coli
in sange.

4. Au fost obtinute 5 tipuri de nanoparticule polimere magnetice pe baza de magnetitd si

chitosan modificat cu maltoza prin procedeul emulsiei inverse cu dubla reticulare descris anterior,

pentru transportul dirijat al medicamentelor antitumorale in terapia cancerului.

prin spectroscopia de absorbtie FT-IR au fost evidentiate, prin aparitia benzilor
caracteristice, cele doud tipuri de reticuldri precum si prezenta materialului magnetic in
structura retelei polimere.

caracterizarea morfologicd prin microscopie SEM a demonstrat ineficienta utilizarii
derivatilor de chitosan-maltoza cu grad de functionalizare ridicat (> 12%) determinata de
volumul mare al substituentului care implica impiedicari sterice ce nu permit reticularea.
microscopia de forta atomica a pus In evidentd, prin criosectiunile topografica si de faza,
includerea materialului magnetic in reteaua reticulatd a nanoparticulelor.

simularea procesului termic de sterilizare a nanoparticulelor a dovedit buna stabilitate
termica a suporturilor.

curbele de magnetizatie inregistrate prin VSM pentru particulele analizate demonstreaza
includerea materialului magnetic in matricea polimerd si superparamagnetismul
nanoparticulelor hibride, prin valorile nule ale H; si He.

valorile absolute ridicate ale potentialului { indica o stabilitate bund a suspensiilor apoase de
nanoparticule.

testul de citotoxicitate incadreaza nanoparticulele in categoria celor cu toxicitate scazuta.
procentul hemolitic inferior valorii de 5% recomanda utilizarea intravenoasa a suspensiilor
de nanoparticule atunci cand concentratia in sange nu depaseste 400 pg/mL.

suporturile prezintd capacitate de a retine si elibera sustinut 5-FU, valoarea exponentului n
sugerand un transport dominat de procese de difuzie si, recomandand sitemele pentru

posibile aplicatii in terapia tintita a cancerului.
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5. Rezultatele obtinute argumenteazd faptul ca obiectivele tezei de doctorat au fost
indeplinite si ca nanosistemele realizate au potential de utilizare in terapia tintita a unor afectiuni de
naturd cancerigend sau determinate de infectii cu E. coli. Se impune, desigur, in viitor realizarea
testelor in vitro a acestora si ulterior a screeningului de laborator si a pacientilor umani pentru

validarea lor.
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