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RO 128567 B1

Prezenta inventie se refera la nanoparticule magnetice, functionalizate, constituite
dintr-un miez magnetic de tip magnetita, acoperit cu un invelis format din polipirol functio-
nalizat cu unitati glucidice, si la un procedeu de preparare a acestora, nanoparticulele
magnetice, functionalizate, putand fi utilizate in separarea celulara, magnetica, recunosterea
biomoleculara, diagnosticarea si tratarea cancerului.

Atét atasarea covalenta a carbohidratilor prin intermediul unei catene liniare, grefata
la atomul de azot al inelului pirolic, cat si reactia de polimerizare a inelului pirolic functio-
nalizat cu carbohidrati, nu au fost raportate in literatura.

in literatura, sunt descrise doud cazuri in care carbohidratii sunt atasati covalent pe
suprafata nanoparticulei magnetice prin intermediul unor polimeri, respectiv, catene lungi
care in prealabil au fost adsorbite pe suprafata acestor nanoparticule magnetice.

Prima expunerein literaturd, descrisa de M. K. Yoo etal. [1], afost atagarea galactozei
pe nanoparticulele magnetice, aceasta atasare are loc prin intermediul polivinilbenzilului, care
a fost adsorbit pe suprafata nanoparticulei magnetice, iar mai apoi galactoza a fost atasata
covalent de acest polimer. O altd metoda de grefare a carbohidratilor pe suprafata nanoparti-
culelor magnetice a fost descrisa de catre L.-H. Liu et al. [2], in acest caz, intr-0 prima etapa,
perfluorofenil azida a fost absorbita pe suprafata magnetitei, iar mai apoi, printr-o legatura
covalentd, a fost atagatd manoza.

Pe langa cele doua articole mentionate mai sus, in literatura, sunt cateva articole in
care este descrisa adsorbtia diferitilor carbohidrati pe suprafata nanoparticulelor magnetice
[3-7]. Aceasta reactie de adsorbtie a carbohidratilor pe suprafata nanoparticulelor magnetice
se realizeaza in special pentru stabilizarea nanoparticulelor magnetice siincercarea de obti-
nere a coloizilor pentru aplicarea acestora in medicina.

De asemenea, din brevetul US 4501726, sunt cunoscute nanosfere sau nanoparticule
magnetice, obtinute dintr-o matrice de carbohidrat cristalin, de preferintd, amidon, care
inglobeaza un material magnetic. Nanosfera sau nanoparticula este obtinuta prin dizolvarea
unui carbohidrat, impreuna cu un material magnetic, pentru a forma o solutie care este
emulsionata intr-un solvent hidrofob, din care se cristalizeaza carbohidratul. Nanosferele
magnetice, rezultate, avand un diametru mediu, care nu depaseste 1500 nm, sunt capabile
sa transporte substante active farmacologic si se pot injecta intravenos, pentru concentrarea
ulterioara, intr-o anumita parte a corpului, cu ajutorul unui camp magnetic.

Din brevetul RO 90078, se cunoagste un procedeu de obtinere a fluidelor magnetice
pe baza de apa, in care se obtin particule coloidale de Fe,O,, prin coprecipitarea, la
40...50°C, cu amoniac, a unui amestec de solutii de Fe*'(Fe*/Fe?'=1,7), spalarea preci-
pitatului obtinut si stabilizarea cu acid dodecil-benzen-sulfonic, luat in proportie de 4 g de
acid la 10 g de magnetita.

Problema tehnica, pe care isi propune sa o rezolve inventia, consta in obtinerea de
structuri nanomagnetice, functionalizate, care s& permita atasarea unor glucide biologic
active pe suprafata nanoparticulelor magnetice.

Solutia propusa in prezenta cerere de brevet consta din nanoparticule magnetice
core-shell, constituite dintr-un miez magnetic de tip oxid de fier si un invelis de polipirol
functionalizat cu unitati glucidice, si un procedeu de preparare a acestora.

intr-un prim aspect, inventia se refera la nanoparticule magnetice, avand structura
constituita dintr-un miez magnetic de tip magnetita, acoperit cu un invelis format din polipirol
functionalizat cu peptide, avand formula descrisd mai jos:
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Intr-un alt aspect, inventia se refera la un procedeu de preparare a nanoparticulelor
magnetice, definite mai sus, care cuprinde urmatoarele etape:

i. sinteza monomerului pirolic N-2-propinil-3-(1H-pirolil)-1-propanamida (1) prin reactia
dintre acidul 3-(pirol-1-il)-propanoic si propargilamina:
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si, de asemenea, sinteza compusului (3) (3,4,5-triacetoxi-(6-acetoximetil)-tetrahidro-
2H-piranil)-1H-azida prin reactia dintre 2,3,4,6-tetraacetil-1-bromo-glucoza si azida de sodiu:
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ii. polimerizarea chimica a pirolului nefunctionalizat si a pirolului functionalizat (1) pe
suprafata nanoparticulelor magnetice, stabilizate cu strat dublu de surfactant, acid lauric sub
forma de nanofluid magnetic in apa:
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iii. atagarea unitatilor glucidice prin reactia de cicloaditie dintre gruparea alchinica si
gruparea azidica a compusului glucidic (3), astfel obtindndu-se nanoparticule magnetice,
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De asemenea, inventia se refera la un procedeu de preparare a nanoparticulelor
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magnetice, definite mai sus, care se realizeaza in urmatoarele etape:

i. sinteza monomerul pirolic 3-(1H-pirolil)-N-((1-(3,4,5-triacetoxi-(6-acetoximetil)-
tetrahidro-2H-piranil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil) propanamida (5) prin reactia de cicloaditie
dintre monomerul pirolic (1) avand gruparea alchinica grefata la atomul de azot si compusul

glucidic (3) avand gruparea azidica atasata in pozitia 1:
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ii. polimerizarea chimica a pirolului nefunctionalizat i a pirolului functionalizat (5), pe
suprafata nanoparticulelor magnetice, stabilizate cu strat dublu de surfactant, acid lauric sub
forma de nanofluid magnetic in apa, obtindndu-se astfel nanoparticule magnetice,
functionalizate cu unitati glucidice,
unde: R=CH,CO
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Obiectivul prezentei inventii este acela de a se obtine nanoparticule constituite dintr-
un miez magnetic de tip magnetita, acoperit cu un invelis de polipirol functionalizat cu
carbohidrati, carbohidratii fiind atasati covalent de inelul pirolic, care mai apoi este polime-
rizat chimic pe suprafata nanoparticulelor de magnetita. Aceste nanoparticule magnetice sunt
stabilizate, in prealabil, cu strat dublu de surfactanti (acid dodecilbenzensulfonic, acid lauric
si acid oleic), sub forma unui fluid magnetic in apa, prepararea acestor fluide magnetice este
descrisa in RO 90078, 1985 [8 si 9]. Reactia de polimerizare chimic& a pirolului are loc pe
suprafata nanoparticulei magnetice, datorita existentei surfactantilor care au rol de dopant.

Domeniul principal de utilizare a acestor nanoparticule magnetice, functionalizate cu
carbohidrati, este medicina: separarea magnetica celulara, recunoagterea biologica, precum
siin diagnosticare. Pentru utilizarea nanoparticulelor magnetice, functionalizate, in medicina,
este foarte important ca legatura dintre moleculele de carbohidrati $i nanoparticulele mag-
netice sa fie cat mai stabila. Utilizarea polipirolului ca linker al grupérii functionale confera
o stabilitate buna, in diferite medii de reactie, a nanoparticulelor magnetice, functionalizate.

Aceasta inventie prezintd o metoda noua de functionalizare a nanoparticulelor mag-

netice pe baza de polipirol, continand resturi de carbohidrati, atagati covalent.
Avantajele acestei metode de legare a carbohidratilor pe suprafata magnetitei, fatéd de meto-
dele descrise in literatura, constau in stabilitatea nanostructurii magnetice, functionalizate,
in diferite medii de reactie, respectiv, biocompatibilitatea acestor materiale magnetice. Sta-
bilitatea este conferita de interactiunea puternica dintre polipirol si magnetita acoperita cu un
strat dublu de surfactanti, de stabilitatea ridicata a polipirolului la diferiti agenti chimici, pre-
cum si de stabilitatea legaturii dintre glucida si lantul polipirolic.

Chiar daca au fost dezvoltate diferite tipuri de nanoparticule, care pot fi folosite in
biomedicina, totugi este o mare nevoie de a dezvolta noi nanoparticule magnetice, functio-
nalizate. De exemplu, aplicarea acestei inventii permite atagsarea unor glucide biologic active
pe suprafata nanoparticulelor magnetice, ceea ce reprezinta un obiectiv important, pentru
dezvoltarea unor noi nanostructuri magnetice, biofunctionalizate. O mare parte dintre glucide
au abilitatea de recunoastere moleculara fatd de o gama largé de biomolecule (proteine,
bacterii, factori patogeni, toxine etc.).
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Explicarea pe scurt a schemelor si a figurilor:

- schema 1: prepararea nanoparticulelor magnetice (2), constituite dintr-un miez mag-
netic de tip magnetita, acoperit cu un invelig de polipirol functionalizat cu gruparea alchinica;

- schema 2: reactia de atasare a glucozei de nanoparticulele magnetice, functionalizate
cu gruparea alchilica 2 si obtinerea nanoparticulelor magnetice avand miez de magnetita
acoperit cu invelig de polipirol, functionalizat cu glucoza 4a;

- schema 3. sinteza monomerului pirolic 3-(1H-pirolil)-N-((1-(3,4,5-triacetoxi-(6-
acetoximetil)-tetrahidro-2H-piranil)-1 H-1,2, 3-triazol-4-il)metil) propanamida 5;

- schema 4: prepararea nanoparticulelor magnetice, constituite dintr-un miez magnetic
de tip magnetitd, acoperit cu un invelis de polipirol functionalizat cu glucoza 4b;

- fig. 1: microscopia electronica in transmisie, pentru nanoparticule magnetice avand
miez de magnetitd acoperit cu invelis de polipirol functionalizat cu glucoza 4a. in imaginea
de microscopie, se observa structura sferica, uniforma, a nanoparticulelor magnetice
functionalizate cu glucoza 4a, aglomerarea care apare fiind datorata pregatirii probelor pentru
microscopie. De asemenea, in imaginea TEM a nanoparticulelor 4a, se mai poate observa
ca dimensiunea miezului magnetic este de aproximativ 5...7 nm, iar dimensiunea invelisului
polimeric functionalizat este de 2...3 nm;

-fig. 2: spectroscopia FTIR pentru toate nanoparticulele magnetice pe baza de polipirol
functionalizat 4a si 4b. Banda de absorbtie aflata la valoarea de 586 cm™ specifica magnetitei,
prezenta in ambele spectre FTIR, indica prezenta miezului magnetic pentru cele doua probe
obtinute 4a, respectiv, 4b. La valoarea de 1750 cm™, in ambele spectre FTIR ale probelor
prezentate, apare banda specifica gruparii carbonil;

- fig. 3: comportarea magnetizarii in functie de cdmpul magnetic aplicatla temperatura
camerei, pentru nanoparticulele magnetice 4a si, respectiv, 4b. Pentru ambele nanoparticule
magnetice, s-a obtinut comportarea superparamagnetica a magnetizarii, iar valorile magneti-
zarii de saturatie sunt 54,4 si, respectiv, 41,4 emu/g. Aceste caracteristici magnetice satisfac
cerintele utilizarii acestor nanoparticule magnetice in medicina si biotehnologii.

Prepararea nanoparticulelor magnetice, constituite dintr-un miez magnetic de tip
magnetitd, acoperit cu un invelig de polipirol functionalizat cu unitati glucidice, se va realiza
prin doud metode. Prima metoda de preparare porneste de la sinteza monomerului pirolic
N-2-propinil-3-(1H-pirolil)-1-propanamida (1) si, de asemenea, sinteza compusului (3) (3,4,5-
triacetoxi-(6-acetoximetil)-tetrahidro-2H - piranil)-1H-azida. Dupa sinteza acestor compusi,
urmeaza reactia de polimerizare chimica a pirolului nefunctionalizat si a pirolului functionalizat
(1), in prezenta nanofluidului magnetic, stabilizat in apa. Dupa prepararea acestor
nanoparticule magnetice, avand grefate grupari alchinice pe suprafata, atagarea unitatilor
glucidice se realizeaza prin reactia de cicloaditie dintre gruparea alchinica si gruparea azidica
a compusului glucidic (3), astfel obtindndu-se nanoparticule magnetice, functionalizate cu
unitati glucidice (4a).

in a doua metoda, pentru prepararea nanoparticulelor magnetice, functionalizate cu
unitati glucidice, se obtine, in prima etapa, monomerul pirolic 3-(1H-pirolil)-N-((1-(3,4,5-
triacetoxi-(6-acetoximetil)-tetrahidro-2H-piranil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil) propanamida (5).
Compusul pirolic (5) este sintetizat prin reactia de cicloaditie dintre monomerul pirolic (1),
avand gruparea alchinica grefata la atomul de azot, si compusul glucidic (3), avand gruparea
azidica atasatd in pozitia 1. A doua etapa, in procesul de preparare, este reactia de
copolimerizare a monomerului pirolic, nefunctionalizat si monomerul pirolic, functionalizat (5),
in prezenta nanofluidului magnetic, stabilizat in apa, obtindndu-se astfel nanoparticulele
functionalizate cu unitati glucidice (4b).
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Se prezinta, in continuare, doua exemple concrete, nelimitative, de realizare ainventiei.

Exemplul 1. intr-un pahar Berzelius, se dizolva, in apa si alcool etilic, N-2-propinil-3-
(1H-pirolil)-1-propanamida, monomer pirolic nesubstituit (schema 1), nanofluid magnetic
stabilizat in apa, amestecul se agitad magnetic, timp de 30 min, la temperatura camerei. in
suspensia formata, se adaugd, in picaturi, oxidantul (persulfat de amoniu). Reactia de
polimerizare are loc sub agitare magnetica, la temperatura camerei, timp de 20 h. Raportul
masic dintre fluidul magnetic si monomerii pirolici este de 10, iar raportul masic dintre
monomerul pirolic nesubstituit si monomerul pirolic substituit (1) este de 1:1. Oprirea reactiei
de polimerizare se face prin addugare de metanol, precipitatul magnetic, obtinut in urma
reactiei, fiind separat magnetic si spalat de mai multe ori, cu etanol si ap3, iar apoi uscat in
etuva, la 60°C.

Dupa uscarea nanoparticulelor magnetice, functionalizate cu gruparea alchinica (2),
acestea se amestecd, intr-un pahar Berzelius, in tert-butanol, impreuna cu compusul glucidic
(3) (3,4,5-triacetoxi-(6-acetoximetil)-tetrahidro-2H-piranil)- 1H-azida, sulfat de cupru, ascorbat
de sodiu si tris[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-ii)metilJamina (schema 2). Reactia de cicloaditie
are loclatemperatura camerei, timp de 48 h, sub agitare magnetica. Dupéaterminarea reactiei,
nanoparticulele magnetice, functionalizate cu glucoza (4a), sunt separate magnetic si spalate
de mai multe ori, cu apa si etanol.

Exemplul 2. intr-un pahar Berzelius, se dizolva, in apa si alcool etilic, 3-(1H-pirolil)-N-
((1-(3,4 5-triacetoxi-(6-acetoximetil)-tetrahidro-2H-piranil)-1H-1,2,3-triazol-4-
illmetil)propanamida monomer pirolic nesubstituit (schema 4), nanofluid magnetic stabilizat
in ap&, amestecul se agitd magnetic, timp de 30 min, la temperatura camerei. in suspensia
formatd, se adauga, in picaturi, oxidantul (persulfat de amoniu). Reactia de polimerizare are
loc sub agitare magnetica, la temperatura camerei, timp de 20 h. Raportul masic dintre fluidul
magnetic si monomerii pirolici este de 10, iar raportul masic dintre monomerul pirolic nesub-
stituit si monomerul pirolic substituit (5) este de 1:1. Oprirea reactiei de polimerizare se face
prin adaugare de metanol, solidul magnetic, obtinut in urma reactiei, fiind separat magnetic
si spalat de mai multe ori, cu etanol si ap3, iar apoi uscat in etuva, la 60°C, rezultdnd nano-
particulele magnetice, functionalizate cu glucoza (4b).
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Revendicari

1. Nanoparticule magnetice cu formula:

B
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caracterizate prin aceea ca sunt constituite dintr-un miez magnetic de tipul Fe,O,, cu
dimensiunea medie de 5...7 nm si un invelig de polipirol functionalizat cu unitati glucidice
(C,4H;040Ng)(CH3N),,,, avand grosimea de 2...3 nm.

2. Procedeu de preparare a nanoparticulelor magnetice, definite in revendicarea 1,
caracterizat prin aceea ca acesta cuprinde urmatoarele etape:

i. sinteza monomerului pirolic N-2-propinil-3-(1H-pirolil)-1-propanamida (1) prin reactia
dintre acidul 3-(pirol-1-il)-propanoic si propargilamina:

0 0

o ot \\ o'tz
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si, de asemenea, sinteza compusului (3) (3,4,5-triacetoxi-(6-acetoximetil)-tetrahidro-2H-
piranil)-1H-azida prin reactia dintre 2,3,4,6-tetraacetil-1-bromo-glucoza si azida de sodiu:

B

3

ii. polimerizarea chimica a pirolului nefunctionalizat si a pirolului functionalizat (1) pe
suprafata nanoparticulelor magnetice, stabilizate cu strat dublu de surfactant, acid lauric sub
forma de nanofluid magnetic in apa:
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iii. atagarea{u}nitétilor glucidice prin reactia de cicloaditie dintre gruparea alchinica si
gruparea azidica a compusului glucidic (3), astfel obtindndu-se nanoparticule magnetice,
functionalizate cu unitati glucidice:
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3. Procedeu de preparare a nanoparticulelor magnetice, definite in revendicarea 1,
caracterizata prin aceea ca se realizeaza in urmatoarele etape:

i. sinteza monomerul pirolic 3-(1H-pirolil)-N-((1-(3,4,5-triacetoxi-(6-acetoximetil)-
tetrahidro-2H-piranil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil) propanamida (5) prin reactia de cicloaditie
dintre monomerul pirolic (1) avand gruparea alchinica grefata la atomul de azot si compusul
glucidic (3) avand gruparea azidica atasata in pozitia 1, mentionati in revendicarea 2:

CuS0,, ¢ Ascothet de sodlu
TBTA, FByOH
Bopeuare magneticd
s

4B %,

unde: B s CHC0
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ii. polimerizarea chimica a pirolului nefunctionalizat si a pirolului functionalizat (5) pe
suprafata nanoparticulelor magnetice, stabilizate cu strat dublu de surfactant, acid lauric sub
forma de nanofluid magnetic in apa, obtindndu-se astfel nanoparticule magnetice,
functionalizate cu unitati glucidice,
unde: R=CH,CO
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