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Prezenta inventie se refera la nanoparticule magnetice functionalizate de tip core-
shell si la un procedeu de obtinere a acestora. Aceste nanoparticule magnetice functionali-
zate pot fi utilizate in separarea magnetica, recunoasterea biomoleculara a celulelor cance-
roase pentru imagistica nucleara sau pentru tratamentul hipertermic al cancerului.

Nanoparticulele magnetice, conform inventiei, au miezul magnetic constituit din mag-
netitd, iar invelisul organic este format din unitati de glucozaming atasate covalent de acizi
grasi absorbiti pe suprafata nanoparticulelor de magnetita. in literatura exista cateva articole
care descriu functionalizarea diferitelor tipuri de nanoparticule magnetice cu carbohidrati
(lactoza, glucoza, galactoza, manoza, chitosan, celuloza, etc.).

In cazurile descrise in literatura, miezul magnetic este constituit din diferite materiale,
si anume nanoparticule de oxid de fier, nanoparticule de fier acoperite cu aur, nanoparticule
de oxid de fier acoperite de un strat de carbon, nanoparticule de oxid de fier acoperite de un
strat de aur, ferita de cobalt sau feritd de mangan. Functionalizarea nanoparticulelor magne-
tice cu zaharuri si polizaharide este realizata prin absorbtia [S. Mohapatra, N. Panda, P.
Pramanik, Materials Science and Engineering C, Vol. 29 (7), 2254-2260 (2009); F. Chen,
Q. Chen, S. Fang, Y. Sun, Z. Chen, G. Xie, Y. Du, Dalton Transactions, Vol. 40, 10857
(2011); V. Ivanova, P. Petrova, J. Hristov, International Review of Chemical
Engineering, Vol. 3(2), 289-299 (2011); J. M. de la Fuente, D. Alcantara, P. Eaton, P.
Crespo, T. C. Rojas, A. Fernandez, A. Hernando, S. Penades, The Journal of Physical
Chemistry B, Vol. 110, 13021-13028 (2006)] sau prin legarea covalenta a acestora pe
suprafata nanoparticulelor.

Metoda atagarii moleculelor de carbohidrat pe suprafata nanoparticulelor magnetice
prin absorbtie nu confera stabilitate nanoparticulelor magnetice rezultate, deoarece, in timp,
in anumite medii de reactie (spre exemplu: temperatura, solvent, pH), moleculele de carbohi-
drati pot fi indepartate de pe suprafata nanoparticulelor. Din cauza acestei instabilitati,
aceste nanostructuri magnetice functionalizate prin absorbtia diferitelor tipuri de carbohidrati
nu pot fi folosite pentru un timp indelungat in orice mediu si, de asemenea, nu pot fi reciclate
in scopul reutilizarii.

S. S. Banerjee et al. [S. S. Banerjee, D. H. Chen, Chemistry of Materials, Vol. 19,
3667-3672, (2007)] prezintd atasarea maltozei pe suprafata nanoparticulei magnetice prin
intermediul unei reactii de reducere a gruparii aminice a gumei arabice absorbite in prealabil
pe suprafata nanoparticulelor magnetice. Grefarea unor unitati de manoza si galactoza pe
suprafata nanoparticulelor magnetice de tip oxid de fier functionalizate cu silica prin
intermediul unei reactii [2 + 3] Huisgen a fost raportata de cétre K. EI-Boubbou et al. [K.
El-Boubbou, C. Gruden, X. Huang, Journal of the American Chemistry Society, Vol.
129, 13392-13393 (2007)]. J. Gallo et al. [J. Gallo, I. Garcia, D. Padro, B. Arnaiz, S.
Penadés, Journal of Materials Chemistry, Vol. 20, 10010-10020 (2010)] si |. Garcia et al.
[I. Garcia, J. Gallo, N. Genicio, D. Padro, S. Penadés, Bioconjugate Chemistry, Vol. 22,
264-273 (2011)] descriu atagarea carbohidatilor pe suprafata diferitelor nanoparticule magne-
tice prin schimbarea liganzilor aflati pe suprafata acestor nanoparticule magnetice cu liganzi
grefati pe molecula carbohidratilor. intr-un alt brevet [Jin Woo Cheon, Young Wook Jun,
Jin Sil Choi, Nr. Brevet WO 2007/097605 A1, 2007], autorii descriu nanoparticule pe baza
de oxid metalic acoperite cu un ligand de transfer de faza care contine in molecula o grupare
de legare, o grupare de legare cuplata la o grupare de intercalare, sau o grupare de legare
cuplaté la o grupare reactiva. intr-o variantd de realizare a inventiei revendicate, oxidul
metalic poate fi Fe,O,, unde 0 < x < 20, 0 <y < 20 (incluzénd si Fe;0,). intr-una dintre
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variantele de realizare, ligandul de transfer ar putea fi un acid gras sau un carbohidrat (spre
exemplu: glucoza). De asemenea, ligandul de transfer ar putea contine in molecula o gru-
pare de legare pe miezul magnetic si o altd grupare de reticulare sau o grupare reactiva
capabila sa lege alte molecule de interes aplicativ, ca, de exemplu, glucoza.

Tema principala a inventiei este dezvoltarea si prepararea unor nanoparticule mag-
netice avand miezul de oxid de fier functionalizat cu unitati ale derivatului amidic de glucoz-
amina avand formula descrisa mai jos (formula 1):

OH

_'.‘;"-‘;,'.7 J \\‘_\.,v. Unde: O HO OH

Iz

Formula 1

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a mari stabilitatea structurilor
functionalizate cu derivatul amidic de glucozamina, pe baza de magnetita, in diferite medii
de reactie. Obiectivul prezentei inventii este acela de a obtine nanoparticule magnetice
avand glucozamina atasata covalent pe suprafata acestora. Aceste nanoparticule magnetice
sunt stabilizate in prealabil cu un strat dublu de acid lauric sub forma unui fluid magnetic in
apa, prepararea acestor fluide magnetice fiind descrisa in inventia RO 90078, 1985 [D. Bica,
Brevet RO Nr. 90078, 1985] si [D. Bica, L. Vékas, M. V. Avdeev, O. Marinica, V. Socoliuc,
M. Balasoiu, V. M. Garamus, Journal of Magnetism and Magnetic Materials, Vol. 311,
17-21 (2007)]. Reactia de atagare covalentd a moleculelor de glucozamina pe suprafata
nanoparticulelor magnetice are loc prin activarea gruparilor carboxil, grupare apartinand
acidului lauric utilizat pentru stabilizarea acestor nanoparticule, agentii de activare a gruparii
carboxil folositi in cadrul acestei inventii fiind etil-(N',N'-dimetilamino)propilcarbodiimida) si
1-hidroxibenzotriazol.

Nanoparticulele magnetice functionalizate, conform inventiei, au un miez de magne-
titd pe care este absorbit un strat dublu de acid lauric, de care sunt atasate resturi de glucoz-
amina printr-o legatura de tip amidic intre gruparile -COOH ale acidului lauric $i gruparea -
NH, a glucozaminei.

Procedeul de obtinere a nanoparticulelor magnetice functionalizate, conform inventiei,
consta in aceea ca se aduce in contact un fluid magnetic in apa care contine nanoparticule
de magnetita, stabilizate cu un strat dublu de acid lauric, cu clorhidrat de glucozamin3, in
prezenta de etil-(N’,N’-dimetilamino)propilcarbodiimida), 1-hidroxibenzotriazol si N,N-diiso-
propiletilamina timp de 24 h, la temperatura camerei.

Pentru utilizarea nanoparticulelor magnetice functionalizate in diferite domenii (sepa-
rarea celularda magnetica, recunostere biomoleculara sau folosirea lor in organocataliza),
este necesar ca atasarea gruparii functionale pe suprafata nanoparticulei magnetice sa se
realizeze printr-o legatura stabila. Legatura amidica covalenta formata intre gruparea carboxil
a acidului lauric aflat pe suprafata nanoparticulelor magnetice si gruparea amino din
molecula glucozaminei este una puternica si foarte stabila.
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Aceasta inventie prezintd o metoda noua de functionalizare a nanoparticulelor mag-
netice prin atasarea covalentd a moleculelor de glucozamina. Aceasta metoda prezinta
avantaje fatd de metodele existente, in ceea ce priveste stabilitatea nanostructuriimagnetice
functionalizate in diferite medii de reactie. Un alt avantaj al metodei prezentate este si faptul
ca s-au obtinut nanoparticule magnetice functionalizate cu un derivat amidic al glucozaminei
care este biocompatibil si nu prezinta citotoxicitate.

Chiar daca au fost dezvoltate multe tipuri de nanoparticule magnetice care pot fi folo-
site in diferite aplicatii ale sectorului tehnologic sau biotehnologic, este totusi o mare nevoie
de a dezvolta noi nanostructuri magnetice functionalizate. De exemplu, prin aplicarea acestei
inventii putem atasa unitati derivate ale glucozaminei biologic active pe suprafata nanoparti-
culelor magnetice, ceea ce prezintd importanta aplicativd. De asemenea, functionalizarea
nanoparticulelor magnetice cu glucoza ofera posibilitatea aplicarii acestor nanoparticule in
nanomedicina pentru diagnosticarea celulelor canceroase si tratarea tumorilor canceroase
prin hipertermie.

Explicarea pe scurt a schemelor si figurilor:

Schema 1, prepararea nanoparticulelor magnetice functionalizate cu derivatul amidic
al glucozaminei.

Fig. 1, microscopia electronica de transmisie pentru nanoparticulele magnetice
functionalizate cu unitati ale derivatului amidic al glucozaminei MNP-Glu. Imaginea de micro-
scopie a nanoparticulelor magnetice, functionalizate cu molecule de glucozamina MNP-Glu,
ne arata ca au o distributie dimensionala ingusta si nu formeaza agregate, dimensiunea
medie a acestora fiind in jur de 10 nm.

Fig. 2, spectroscopia FTIR pentru nanoparticulele magnetice functionalizate cu unitati
ale derivatului amidic al glucozaminei MNP-Glu si a ferofluidului folosit ca materie prima de
plecare. In ambele spectre FTIR se poate observa, la 570 cm™, banda de adsorbtie atribuita
legaturii Fe-O, iar la 1627 cm™ este banda de absorbtie, specifica atat gruparilor -OH din
molecula de glucozamina, céat si a legaturii amidice formate intre gruparea amino a glucoz-
aminei si gruparea carboxil a acidului lauric. Banda specifica legaturii C-O apare la valoarea
de 1545 cm™. Prezenta celor doua benzi de la 1627 cm™, respectiv la 1545 cm™, demons-
treaza atasarea covalenta a moleculei derivatului amidic al glucozaminei pe suprafata nano-
particulelor magnetice.

Fig. 3, comportarea magnetizarii in functie de cdmpul magnetic aplicatlatemperatura
camerei pentru nanoparticulele magnetice MNP-Glu. Lipsa histerezisului indica faptul ca
nanoparticulele magnetice functionalizate au comportament superparamagnetic, iar valoarea
magnetizarii de saturatie Ms pentru nanoparticulele magnetice MNP-Glu este 63,7 emu/g;
aceste doua caracteristici corespund cerintelor pentru aplicatii in biomedicina ale nanopar-
ticulelor magnetice functionalizate cu unitati ale derivatului amidic al glucozaminei.

in scopul prepararii nanoparticulelor magnetice functionalizate cu unitati ale
derivatului amidic al glucozaminei, se utilizeaza ca materii prime de plecare: fluid magnetic
contindnd nanoparticule de magnetita stabilizate cu un strat dublu de acid lauric in apa si
glucozamina hidroclorata.

Reactia de atagare a glucozaminei hidroclorate pe suprafata nanoparticulelor magne-
tice se realizeaza prin activarea gruparilor carboxil aflate pe suprafata acestora, folosind ca
reactivi etil-(N',N'-dimetilamino)propilcarbodiimida) (EDC) si 1-hidroxibenzotriazol (HOBY).
Datorita faptului ca materia prima de plecare este glucozamina hidroclorata, se va folosi in
reactie si N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) pentru a elibera amina.
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Se prezinta, in continuare, un exemplu concret nelimitativ, de realizare a inventiei.

Exemplu

Intr-un balon se dizolva in apa 5 ml ferofluid magnetic, 40 mmol D-glucozamina hidro-
clorata, 8 mmol etil-(N',N'-dimetilamino)propilcarbodiimida) (EDC), © mmol 1-hidroxibenzo-
triazol (HOBL) si 45 mmol N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) (schema 1). Amestecul se agita
magnetic timp de 24 h la temperatura camerei. Dupa terminarea reactiei, nanoparticulele
magnetice functionalizate sunt separate magnetic si spalate in repetate randuri cu ap4, iar
dupéa indepartarea produsilor nereactionati prin spalari repetate, nanoparticulele magnetice
functionalizate cu unitati ale derivatului amidic al glucozaminei sunt redispersate in apa.
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Revendicari

1. Nanoparticule magnetice functionalizate, caracterizate prin aceea ca au un miez
de magnetita pe care este absorbit un strat dublu de acid lauric de care sunt atasate resturi
de glucozamina printr-o legatura de tip amidic intre gruparile -COOH ale acidului lauric si
gruparea -NH, a glucozaminei.

2. Procedeu de obtinere a nanoparticulelor magnetice functionalizate definite in
revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca se aduce in contact un fluid magnetic in apa
care contine nanoparticule de magnetita, stabilizate cu un strat dublu de acid lauric, cu clor-
hidrat de glucozamina, in prezenta de etil-(N’,N’-dimetilamino)propilcarbodiimida), 1-hidroxi-
benzotriazol si N,N-diisopropiletilamina timp de 24 h, la temperatura camerei.
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