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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere prin
piroliza laser, intr-o singura etapa, a nanopulberilor sub
forma de nanoparticule de oxid de Fe si stabilizarea
acestora in suspensii biocompatibile stabilizate cu car-
boximetil celuloza de sodiu CMCNa, destinate, dar nu
limitate, la folosirea acestora in aplicatii biomedicale
precum cele oncologice. Procedeul conform inventiei
consta in interactiunea dintre radiatia fascicolului laser
cu CO, avand puterea nominald de 1300 W cu lungi-
mea de unda A = 10,59 pm si un flux de gaze reactive
format din aer sintetic, vapori de pentacarbonil de Fe si
etilend, procedeul avand loc intr-o camera de reactie in
forma de cruce la o presiune constanta de 300 mbar,
iar obtinerea suspensiilor biocompatibile stabilizate de
nanoparticule de oxid de Fe si CMCNa este realizata
prin utilizarea unei bai de ultrasunete termostatata la
20°C si frecventa de 59 kHz urmata de eliminarea exce-
sului de stabilizator prin spalari si redispersari repetate.
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Procedeu de obtinere a nanoparticulelor de oxid de fier si de suspensii biocompatibile
stabilizate cu carboximetil celuloza de sodiu (CMCNa)

DOMENIUL TEHNIC
Inventia face parte din domeniul tehnic al nanotehnologiilor: utilizarea proprietatilor materialelor
nanometrice, diferite de proprietatile atomilor, moleculelor si materiei in vrac, pentru a crea
materiale, dispozitive si sisteme imbunatatite care exploateaza aceste proprietati noi.
Prezenta inventie se referd la un procedeu de obtinere de nanoparticule de oxid de fier prin
piroliz3 laser si de suspensii biocompatibile stabilizate cu CMCNa destinate, dar nu limitate la

folosirea acestora in aplicatii biomedicale, precum cele oncologice.

STADIUL TEHNICII

Stadiul tehnicii este caracterizat printr-un inalt nivel de interdisciplinaritate printre care
mentionam: studiul nano-bio-materialelor, radiatia laser si procesarea fasciculului, interactiune
fascicul-materie, realizarea de pulberi nanometrice si de suspensii stabilizate si biocompatibile,
tehnologie si inginerie.

Progresele realizate in domenii precum nanomedicind si nanotehnologie au dus la o dezvoltare
semnificativd in ceea ce priveste folosirea nanomaterialelor pentru aplicatii biomedicale precum
terapie, diagnoza si imagisticd. Nanomaterialele au o dimensiune considerabil mai mica
comparativ _cu macromoleculele biologice. Astfel, prin comparatie cu microparticulele,
nanoparticulele prezintd o absorbtie intracelulara superioara, facandu-le potrivite ca vehicule
pentru transportul de medicamente in ceea ce priveste tratarea cancerului. Mai mult decét atat,
datoritd dimensiunilor, nanomaterialele au potentialul de a depasi barierele biologice. Un ait
avantaj al dimensiunii acestora este suprafata superficiala crescuta datorita careia se creste
posibilitatea incarcarii cu agenti activi sau stabilizatori. Cel mai important, nanomaterialele pot
depasi limitarile impuse se tratamentele conventionale pentru cancer, precum lipsa de
specificitate sau concentratii crescute de agent activ [1].

Interesul pentru nanoparticule magnetice cu aplicatii in diverse aplicatii, in principal cele
biomedicale, este in crestere. In mod special, nanoparticulele magnetice de ((bidé’ unt
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stabile din punct de vedere fizico-chimic si biocompatibile, astfel prezentand caracteristici unice
pentru aplicatii clinice. Mai mult decat atat, in momentul in care nanoparticulele de magnetita
(Fes04) sau maghemita (y-Fe20s) ajung la dimensiuni mai mici de 20 de nm, acestea prezinta un
comportament superparamagnetic. in ciuda numeroaselor rezultate ce atesta utilitatea
nanoparticulelor superparamagnetice in domeniul biomedical, aceastea se afla inca in stadiile
incipiente ale investigatiilor clinice, studiile demonstrand o nevoie de imbunatatire a acestora
inainte de comercializare [2].

Un factor determinant al proprietatilor finale al particulelor este metoda de sinteza folosita.
Tehnica de piroliza laser este 0 metoda ce se bazeaza pe rezonanta dintre radiatia laser si un
senzitivant gazos obtinuta in urma interactiunii dintre un laser de mare putere si un mediu omogen
in fazé gazoasa. Versatilitatea metodei permite obtinerea de nanoparticule uniforme, cu distributie
uniforma si marimi controlabile [3, 4].

in vederea imbunatatirii sistemelor de tintire selectivd a zonelor tumorale, o clasd de
nanomateriale hibride compuse dintr-o arhitectura de tip anorganic-organic a devenit intens
studiatd ca nanoplatforme multifunctionale smart. Astfel, pentru dezvoltarea de nanoconjugate
magnetice pentru aplicatii in terapia oncologica, alegerea unei molecule biologice potrivite ca
acoperire organica activd a nanoparticulelor anorganice este pivotald. Acest sistem hibrid va
detine atat proprietatile componentei anorganice (proprietiti magnetice), cat si cele ale
componentei organice (caracteristici de suprafata fizico-chimice si morfologice, biocompatibilitate
ridicata). Carboximetil celuloza de sodiu (CMCNa) este un important derivat din celuloza ce detine
grupari functionale carboxil si hidroxil, cu un spectru larg de caracteristici unice precum natural,
hidrofilic, non-toxic, biocompatibil si biodegradabil, necostisitor si stabil chimic. Mai mult decat
atat, CMCNa este aprobat de cétre FDA (Food and Drug Administration) pentru o zona larga de
aplicatii ce include nutritie, aplicatii biomedicale si farmaceutice [5].

Brevetul [US 2013/025,6583 A1] prezint4 o metoda de preparare a unei dispersii de nanoparticule
de oxid de fier stabiizate de tip miez-invelis prin metoda precipitarii chimice in mod avantajos. O
alta inventie [US 9,125,941 B2] descrie obtinerea de nanoparticule de oxid de fier solubile in apa,
acoperite cu dextran, cu proprietdti magnetice unice, inclusiv superparamagnetice, preparate
special pentru studii in vivo si pentru aplicatii clinice, ca agenti injectabili de contrast RMN
(imagistica prin rezonantd magnetica) . Inventia [WO 2017/065600 A1)} ofera o metoda pentru
producerea de nanoparticule de oxid de fier avand o structurd de magnetitd cu proprietati
superioare in comparatie cu alte nanoparticule de oxid de fier (o dimensiune a diametrului de
particule de la 7 la 27 nm atunci cand este masuratd cu ajutorul transmisiei microscopice
electronice si o putere de magnetizare (Ms) de la 60 Ia 80 emu/g. Cerereade b
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prezintd procedeul de obtinere a unui nanocompozit gamma-oxid de fier-polimer biocompatibil
(polietilena) utilizat ca trasor magnetic ne-radioactiv in metode de diagnostic tumoral.

Urmatoarea inventie [EP13771761.7A] este directionatd catre un agent de contrast T2 RMN,
cuprinzand un nanocompozit oxid de fier care include o nanoparticule oxid de fier, in care
nanoparticulele de oxid de fier mentionate sunt incapsulate cu un surfactant si respectivul agent
tensioactiv este incapsulat cu polietilen glicol — fosfolipid. Brevetul [EP 2 277 544 A1] prezinta o
metoda de preparare de nanoclustere magnetice biocompatibile care contin oxid de fier, respectiv
oxid de fier-bor, cu utilizare primara in directionarea magneticd a medicamentelor si terapia cu

captare a neutronilor de bor.

PREZENTAREA PROBLEMEI TEHNICE PE CARE INVENTIA O REZOLVA

Scopul acestei inventii consta in obtinerea prin piroliza laser a unei nanopulberi sub forma de
nanoparticule de oxid de fier si stabilizarea acestora in suspensii biocompatibile folosind CMCNa.
Procedeul de obtinere al nanoparticulelor de oxid de fier constad in interactia dintre radiatia
fascicolului laser (laser cu CO2, 130W putere nominald, A=10,59 ym) si un flux de gaze reactive
(aer sintetic, vapori de pentacarbonil de fier, etilend). Procedeul se realizeaza intr-o camera de
reactie avand configuratie ‘in cruce’ la presiune constantd de 300 mbar. Obtinerea de suspensii
biocompatibile stabilizate de nanoparticule de oxid de fier si CMCNa este realizat prin utilizarea
unei bai de ultrasunete termonstatata (59 kHz, 20°C) si eliminarea excesului de stabilizator prin
spalari si redispersari repetate.
Dezavantajele obtinerii de nanoparticule de oxid de fier si a suspensiilor stabilizate pe baza
acestora prin alte metode de sinteza:

- Implicad mai multe etape pentru sinteza de NPs;

- Timp indelungat sau procedeu discontinuu pentru obtinerea de nanoparticule;

- Contaminarea rezultatului final;

- Cantitate mica a produsului final;

- Control minim asupra parametrilor finali: dimensiune, forma, etc. generand o

polidispersitate dimensionald mare a nanoparticulelor

- Prezenta stabilizatorului liber/nelegat in suspensia finala.
Problema tehnica rezolvata prin folosirea tehnicii de piroliza laser si procedeului de stabilizare
este eliminarea din dezavantajele prezentate anterior prin:

- Obtinerea nanoparticulelor de oxid de fier intr-o singura etapa intr-un regim stationar

continuu;
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- Timp de lucru mai mic si cantitati mai mari de produs final comparativ cu metodele clasice,
ajungandu-se la productii de 5 g/h utilizand un sistem experimental de laborator,;
- Produsele finale sunt de inaltd puritate iar contaminarea este redusa la minim datorita
faptului c zona de reactie (flacéra de pirolizd) este departe de surse de contaminare;
- Control asupra propriettilor produsului final prin controlul parametrilor din timpul reactiei.
- Obtinerea de suspensii stabilizate de oxid de fier si CMCNa, fara exces de stabilizator.
Prezenta inventie ofera posibilitatea de scalare a sistemului la dimensiuni industriale pentru
obtinerea de nanoparticule/suspensii stabilizate cu dispersie mica a diametrelor particulelor si

productivitate ridicata.

EXPUNEREA INVENTIEI
Principiul_metodei de pirolizd laser, in fazd gazoasd/vapori. Metoda de pirolizé laser pentru
sinteza de nanoparticule de oxid de fier se bazeaza pe transferul energetic rezonant intre radiatia
laser monocromaticd avand o lungime de unda de 10,59 um si moleculele de gaz senzitivant —
etilena (C,Ha), catre amestecul reactiv precursor in care pentacarbonilul de fier (Fe(CO)s) este
donor de fier, iar oxigenul provine din fluxul de aer sintetic. Ca si particularitate, piroliza laser in
faza gazoasa este coordonata de fascicolul laser incident si astfel prin focalizarea lui se produce
intr-un volum mic, definit de intersectia dintre fascicolul laser focalizat si fluxul de gaze aflat in
curgere laminard. Rezultatul este un timp de reactie foarte redus ce conduce la produsi

condensabili avand diametre foarte uniforme si reduse (nanometrice).

PREZENTAREA AVANTAJELOR INVENTIE!I IN RAPORT CU STADIUL TEHNICI
in raport cu stadiul actual al altor tehnici de obtinere a nanoparticulelor de oxid de fier/suspensii
biocompatibile stabilizate cu CMCNa, raportate pana in prezent in literatura de specialitate,
inventia prezintd urmatoarele avantaje:
- Obtinerea de nanoparticule de oxid de fier realizate printr-o singura etapa;
- Reactia are loc in flux continuu de gaz/vapori obtinandu-se pulberi cu un grad ridicat de
uniformitate dimensionala;
- Datorita controlului precis asupra parametrilor ce sunt implicati in procesul de piroliza
laser, se asigura un grad ridicat de reproductibilitate;
- Proprietatile finale ale nanoparticulelor pot fi controlate prin parametrii externi, precum
puterea laser, debitele de gaz/vapori, presiunea din camera de reactie. Astfel, se pot
obtine pulberi cu o distributie ingusta de dimensiuni ale particulele;
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- Procesul poate fi cu usurinta folosit pentru aplicatii industriale datoritd metodei de obtinere
continua de materiale nanostructurate si a randamentului de sinteza;

- Stabilizarea se poate realiza cu usurintd urmand pasii mentionati anterior si avand in
vedere stabilizatorul folosit, costurile de obtinere a produsului final: suspensie stabilizata
de oxid de fier in mediu apos, este unul cu un pret redus spre moderat. In estimarea
noastra, pentru 100 mL suspensie avand concentratia de 1 g/L nanoparticule si 0,6 g/L

CMCNa, aceasta este de 200 euro.

PREZENTAREA FIGURILOR DIN DESENE
Fig. 1. Etapele procesului de obtinere a nanoparticulelor de oxid de fier. Desen sugestiv pentru a
facilita intelegerea prezentei inventii
Fig. 2. Schema instalatiei de piroliza laser pentru sinteza de nanoparticule de oxid de fier (130W
putere maxima, A=10,59 um)
Fig. 3. Imagini TEM cu probele din studiul infulentei puterii radiante 35-85W.
Fig. 4. Analiza de difractie de raze X pentru probele din studiul influentei puterii radiante: 35-85
W.
Fig. 5. Test MTT. Viabilitate pentru celulele MCF7 si MCF-12A dupa 24 si 48h incubare cu
suspensiile realizate din FexO,-55W si FexOy-55W stabilizatd cu CMCNa (mean £ SD, n = 3).
Semnificatia statistica a rezultatelor a fost notata cu (*) dupa cum urmeaza. *p < 0.05 (slab
semnificativ); **p < 0.01 (moderat semnificativ); ***p < 0.001 (foarte semnificativ)
Fig. 6. Morfologia celulara (imagini in camp luminos) si Live/Dead Staining (imagini fluoresceta)
pentru celulele MCF7 si MCF-12A dupa 24 si 48h de incubare la concentratiile 12.5 ug/mL Fe Oy-
55W si FexO,-55W stabilizata cu CMCNa (scale bar pentru imaginile in camp luminos = 20 um;
scale bar pentru imaginile in fluorescenta = 100 um)
Fig. 7. Nivelul de LDH eliberat dupa deteriorarea membranei celulelor MCF? si MCF-12A
incubate cu suspensiile realizate din FexOy-55W si Fe,O,-55W stabilizatd cu CMCNa pentru 24
si 48h (mean £ SD, n = 3). Semnificatia statistica a rezultatelor a fost notata cu (*) dupa cum
urmeaza: *p < 0.05 (slab semnificativ); **p < 0.01 (moderat semnificativ).
Fig. 8. Generarea de ROS in celulele MCF7 si MCF-12A dupa 4, 24, si 48h de incubare cu
suspensiile realizate din Fe,O,-55W si FexO,-55W stabilizatd cu CMCNa (mean + SD, n = 3).
Semnificatia statistica a rezultatelor a fost notata cu (*) dupa cum urmeaza: *p < 0.05 (slab
semnificativ); **p < 0.01 (moderat semnificativ).
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Fig. 9. Nivelul de NO eliberat in mediul de cultura al celulelor MCF7 si MCF-12A dupad 24 si47 h
de incubare cu suspensiile realizate din Fex0,-55W si Fe,0,-55W stabilizatd cu CMCNa (mean
+ SD, n = 3). Semnificatia statistica a rezultatelor a fost notata cu (*) dupa cum urmeaza: *p <
0.05 (slab semnificativ).

Fig.10. Procentajul de consum al AMDA fin prezenta suspensiei din FexO,-55W stabilizata cu
CMCNa sau Roz bengal.

PREZENTAREA iN DETALIU A UNUI MOD DE REALIZARE CU REFERIRE LA DESENE
Prezenta inventie reprezintd o continuare a investigatiilor realizate de inventatori in domeniul
nanomaterialelor:

- Instalatie de sintezd de nanoparticule prin piroliza laser din precursori solizi/a 2013

00984

- Metodd de sintezd de NP/nanostructuri de TiO, prin piroliza cu laser de COx/a 2015
00534

- Metoda de sintezd de nanotuburi si/sau NP/nanostructuri in flux direct prin piroliza
laser/a 2015 00205

- Procedeu de preparare a straturilor subtiri de nitrurd de carbon de tip CN,, cu
laserul/113231 B1 1998
- Procedeu de producere a unor pulberi ultrafine, de nitrurd de carbon cristalina, cu
laserul/115621 B1-2000
- Instalatie de sinteza de nanoparticule prin piroliza laser/RO1266602014 30.12.2014
Figura 2 reprezintd schema de functionare de instalatiei de piroliza laser pentru obtinerea de
nanoparticule de oxid de fier. Sursa de fascicul este un laser industrial, comercial compus din:
tub laser achizitionat de la firma Beijing EFR LASER S&T CO., LTD, tip ZS-1650, putere
nominald 130W si sursa laser achizitionata de la firma Beijing EFR LASER S&T CO., LTD, model
PS-N130/180 compatibila cu laseri cu putere nominala intre 130-180W.
Descrierea procesului. Etapele procedeului de obtinere de nanoparticule de oxid de fier sunt
prezentate in Figura 1.
Sinteza de NP prin piroliza laser: Procesul de pirolizd de laser este realizat intr-o camera de
reactie configuratie ‘in cruce’; un traseu orizontal este destinat traseului fascicolului laser, iar un
traseu vertical fluxului de gaze aflat in curgere laminara. Se utilizeaza un laser cu CO, avand
emisia pe lungimea de fundamentala 10,59 ym, valoare ia care C;H, are o absorbtie moleculara
semnificativd. asa cum este descrisa in Figura 2. Zona de reactie se evidentiaza usor printr-o
flacara ce emite si in spectrul vizibil. Parametrii experimentali sunt alesi astfel incat temperatura
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din aceasta zona, citita cu un pirometru optic, s& ramana constanta in timpul reactiei. Cu aceasta
ocazie s-a realizat un studiu parametric relativ la influenta variatiei puterii laser (intre 35W si 85W),
mentinand parametrii de focalizare, presiune si debitele principalelor gaze. Astfel puterea laser a
generat o temperaturd in flacdra de piroliza variind intre 520 — 630 °C. Influenta puterii laser
asupra structurii NPs se evidentioaza prin analiza XRD (Figura 4). Prin aceasta metoda se pot
sinteza nanoparticule de oxid de fier folosind un amestec reactiv ce contine aer sintetic, vapori de
pentacarbonil de fier antrenati de un flux de etilend si etilend. Mai mult, etilena utilizata are rol si
ca agent de transfer de energie. Admisia gazelor in camera de reactie se face prin doud duze
tubulare pozitionate concentric, iar confinarea precursorilor in directia axei de curgere a
particulelor proaspat nucleate este realizatd prin intermediul unui flux coaxial de argon.
Amestecurile de gaze intrd in camera de reactie prin duza centrald. Fluxurile reactive, introduse
in camera de reactie prin duza centrala sunt antrenate de un flux de argon de confinare, timp in
care presiunea este mentinutd constanta. Existd, de asemeni, si doua fluxuri laterale de argon
pentru cele dou3 ferestre de ZnSe, utilizare ca element de transparenta pentru fascicolul laser.
Rolul acestor fluxuri este de a nu permite contaminarea lor in timpul experimentului. Datorita
absorbtiei fotoilor laserului in infrarosu de cétre moleculele de C2Hs si interactiei cu moleculele
(ciocniri intramoleculare) din amestecul gazos, prin transfer energetic, urmat de descompunerea
precursorilor, in zona de reactie apare o flacara si este initiat procesul de descompunere al
Fe(CO)s in atmosfera oxidantd, din care rezultd nanoparticulele de oxid de fier, care, antrenate
de fluxul de argon mentionat anterior, sunt colectate pe un filtru ceramic poros (invelit intr-o hartie
de filtru pentru a facilita colectarea) aflat in camera de colectare. Obtinerea nanoparticulelor de
oxid de fier este puternic dependenta de o serie de parametri precum: temperatura in zona de
reactie (aceasta poate fi controlatd prin puterea fascicolului laser incident), debitele gazelor
reactive si presiunea din camera de reactie. Debitele de gaze sunt controlate masic pentru a se
evita erorile cauzate de variatia volumului cu temperatura si presiunea.

Realizarea suspensiilor: Pentru realizarea suspensiilor biocompatibile cu nanoparticulele
obtinute anterior si stabilizate cu CMCNa se cantaresc cantitatile corespunzatoare concentratiilor
dorite in acord cu volumul de apa distilatd necesar pentru suspensia finald. Pulberile de
nanoparticule si stabilizator se amestecd mecanic pe o folie de aluminiu si se adauga in
recipientul cu apa distilata. Acest recipient se adauga in baia de ultrasunete prevazutd cu un
sistem de racire termostatata. Suspensiile se lasa la omogenizat in baia de ultrasunete 1h. Dupa
omogenizare, acestea sunt centrifugate la 10K rpm in vederea eliminarii excesului de CMCNa.

-/ FlZica ™ i
LASERIT (352
PLASsmm b




RO 137342 A2

Depozitul solid este redispersat in apa distilatd pastrand volumul initial al suspensiei folosind baia
de ultrasunete in aceleasi conditii.
Figura 3. prezinta imaginea TEM pentru pulberile sintetizate prin procesul prezentat anterior
pentru studiul infuetei puterii radiante intre 35 — 85 W. Aceste nanoparticule prezintd o forma
sferica cu tendintd de aglomerare in agregate. Modul de organizare al acestora fiind sub forma
de lanturi de nanoparticule.

Tabelul 1. Date extrase din spectrul XRD (Figura 4)

Probe a (A) (constanta de retea) Dimensiunea de cristalit D (nm)
FexOy-55W 8.364 4.5
FexOy-45W 8.377 3.0
FexOy-35W 8.377 3.0
FexO,-85W 8.353 6.2
FexOy-70W 8.359 55

Dimensiunea de nanoparticulele s-a calculat din largimea maximelor la semiinalfime
(FWHM) folosind ecuatia Scherrer. Trebuie subliniat faptul ca largimea foarte mare a maximelor
de difractie se asociaza atat formarii unor particule de dimensiuni extrem de mici cat si unui grad
inalt de dezordine structurald/cristalografica. Astfel, in domeniul “nano”, cresterea dimensiunii de
particuld semnifica si cresterea ordinii cristalografice denumité generic “cristalinitate”. Este cazul
probei selectate (FexO,-55W) care are maxime de difractie mai inguste decat maximele probelor
realizate la puteri mai mici (35, 45W). Fe metalic poate fi indentificat numai in urme prin prezenta
unui maxim de foarte mica intensitate la 26=44.7.
in cazul probei selectate, spectrul XRD prezentat in Figura 4 indici:

- yFe203Fe;04 (magnetita), faza majoritara, cu retea cristalind cubica cu fete centrate, cu
maximul principal la unghiul 20 =18,37° ce corespunde familiei de plane cristaline de indici

Miller (111), cu parametrul retelei cristaline a,=8,39 A;

- Fe, cu retea cristalinad cubica cu volum centrat sau carburi derivate, avand maximul
principal la unghiul 28 =44 ,64°; ce corespunde familiei de plane cristaline de indici Miller

(110) in cazul aFe;

- Nu sunt evidente ale prezentei carbonului grafitic sub forma cristalina.
- Pentru evaluarea compozitiei probelor sintetizate s-au realizat analize EDX. Rezultatele
obt{nute pe proba Fe,O,-55W indica: 9.75 at.% C, 55.12 at. % O si 35.09 at. % 2, &
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ca formula stoichiometrica ar fi Fe2Os.0.14. Formula obtinuta este foarte apropiata de cea

a fazei de yFe;Os. Continutul de carbon in NPs sintetizate creste cu crsterea puterii laser,

astfel ajunge la 13.3 at.% la NPs de FexOy-85W.
Rezultatele testului MTT, prezentate in Figura 5, indica faptul ca cele doud suspensii evaluate,
nanoparticule simple si nanoparticule stabilizate cu CMCNa nu induc efecte citotoxice asupra
linillor celulare MCF-7 si MCF-12A
Din imaginile de microscopie de fluorescenté prezentate in Figura 6 se poate observa faptul ca
celulele raman viabile dupa expunerea la tratamentul cu suspensiile de nanoparticule stabilizate
sau nu cu CMCNa de concentratie 12.5 pg/mL.
Determinarea cantitativa a enzimei LDH eliberats in mediul de culturd dupa 24 si 48h de la expunerea
la tratament (Figura 7) indica faptul cd nanoparticulele (atat stabilizate, cat si simple) nu
deterioreaza integritatea membranara a liniilor celulare testate. Mai mult decét atét, acest rezultat
nu a fost raportat anterior si este o constatare importanta, care releva oportunitati pentru noi
abordari terapeutice in combaterea acestei boli.
in Figura 8 se observa faptul ci tratamentul cu nanoconjugatele determind o crestere
dependenta de timp si concentratie a ROS intracelular in ambele tipuri celulare, MCF7 si MCF-
12A. Totusi, se observd o diferentd intre liniile celulare, nivelul ROS este mai ridicat cu
aproximativ 20% in cazul celulor tumorale comparativ cu celulele MCF-12A tratate cu y-
Fe;Os_CMCNa. In plus, stabilizarea cu CMCNa a suspensiei de nanoparticule conduce la
cresterea productiei de ROS pentru ambele linii celulare, acest lucru poate fi datorat incarcaturii
negative a nanoparticulelelor cu CMCNa care ar putea atrage un numar mai mare de proteine pe
suprafata nanoparticulelor. Se stie ca celulele canceroase isi acidifica mediul si, in consecinta,
~ proteinele serice tind sa aiba sarcini pozitive care interactioneaza cu gruparile functionale
carboximetil ale CMCNa si inconjoara nanoparticulele formand o biocoroana de proteine.
Nivelul NO produs in mediul de cultura al celulelor mamare tumorale si normale pare a fi similar
la interactia cu ambele tipuri de suspensii. Dupa cum se poate vedea in Figura 9, expunerea la
y-Fe20s si y-Fe20Os_CMCNa simple intr-o doza de 12,5 ug / mL a dus la o crestere semnificativa
statistic a productiei de NO incepand cu 24 h pentru celulele normale si 48 h pentru celulele
tumorale sugerand un usor potential inflamator al nanoparticulelor.
in Figura 10 este reprezentat procentajul de consum al AMDA pentru amestecul de AMDA_RB,
precum si AMDA_ y-Fe2O;_CMCNa. Rezultatul obtinut demonstreaza faptul ca suspensia de
nanoparticule stabilizatd cu CMCNa nu consuma AMDA, randamentul generarii fiind de 0,02,
ceea ce inseamna ca amestecul nu produce oxigen singlet.
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MODUL iN CARE SE POATE APLICA INDUSTRIAL

Avand in vedere stadiul tehnicii, aplicatia industriala este obiectivul principal urmarit deoarece
acest procedeu poate fi aplicat ca posibil vehicul pentru eliberarea controlata de medicamente in
aplicatii pentru terapia oncologica sau in procese farmacologice vizand procese de purificare prin
separari magnetice.
Datoritd metodei de sinteza cu reproductibilitate ridicata si procesului de realizare de suspensii
stabilizate versatil, cerintele care sunt satisfacute sunt urmatoarele:

- Se asigura o productie, intr-un singur pas, de nanoparticule de oxid de fier de puritate

inalta;
- Proprietatile nanoparticulelor pot fi controlate facil prin parametrii externi;

- Existd un risc minim de contaminare a produsul final;

/}
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REVENDICARILE
Procedeul de obtinere a nanoparticulelor de oxid de fier si de suspensii
biocompatibile stabilizate cu carboximetil celuloza de sodiu (CMCNa) caracterizat
prin aceea ca:
Asigurd in flux continuu obtinerea de nanoparticule de oxid de fier de puritate inalta,
utilizand un laser cu CO, avand emisia pe lungimea de fundamentalad 10,59 ym;
Asigurd controlul productivitati nanoparticulelor prin controlul parametrilor externi
(puterea laser, debitele de gaz/vapori, presiunea din camera de reactie). Parametrii de
sinteza pentru care se obtin aceste nanoparticule sunt: presiune constanta din camera de
reactie de 300 mbar, puterea laserului dupa absorbtie 53-85W.
Asigurd obtinerea de suspensii stabilizate de oxid de fier si CMCNa, fara exces de
stabilizator
Suspensii bicompatibile stabilizate cu CMCNa obtinute conform revendicirii 1 care
nu induc efecte citotoxice.
Suspensii bicompatibile stabilizate cu CMCNa obtinute conform revendicarii 1 care
nu deterioreaza integritatea membranara a liniilor celulare.
Suspensii bicompatibile stabilizate cu CMCNa obtinute conform revendicirii 1 care
determind o crestere a speciilor de oxigen reactiv (ROS) intracelular in mod
diferentiat pentru celule tumoale versus non-tumorale.
Suspensii bicompatibile stabilizate cu CMCNa obtinute conform revendicarii 1 care
nu produc oxigen singlet in culturi celulare.
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DESENELE EXPLICATIVE

Sursa laser

(Etapa 3}

Camerade
reactie

Manoparticule
de oxidde fier

{Etapa 4)

Fig. 1. Etapele procesului de obtinere a nanoparticulelor de oxid de fier. Desen sugestiv pentru a

facilita intelegerea prezentei inventii
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LF-_ —> Spre pompa de vacuum
Dispozitiv de :
{1 Filtru

mdsurare a puterii

Ex. Fe(CO)s

Fig. 2. Schema instalatiei de piroliza laser pentru sinteza de nanoparticule de oxid de fier (130W

putere maxima, A=10,59 um)
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SSW
Fig. 3. Imagini TEM cu probele din studiul influentei puterii radiante: 35-85 W
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Intensitate (u.a.)

Fig. 4. Analiza de difractie de raze X pentru probele din studiul influentei puterii radiante: 35-85
W
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Fig. 5. Test MTT. Viabilitate pentru celulele MCF7 si MCF-12A dupa 24 si 48h incubare cu
suspensiile realizate din FexOy-55W si Fe,Oy-55W stabilizata cu CMCNa (mean £ SD, n = 3).
Semnificatia statistica a rezultatelor a fost notata cu (*) dupa cum urmeaza: *p < 0.05 (slab

semnificativ);, **p < 0.071 (moderat semnificativ), ***p < 0.007 (foarte semnificativ)
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48 h
12.5 ug/mL NPs MCF-12A
Contrast de faza

MCF7
Live/Dead Contrast de faza Live/Dead

Control

Y-Fe,0, CMCNa

Fig. 6. Morfologia celulara (imagini in camp luminos) si Live/Dead Staining (imagini fluoresceta)
pentru celulele MCF7 si MCF-12A dupa 24 si 48h de incubare la concentratiile 12.5 ug/mL Fe Oy-
55W si Fe,Oy-55W stabilizatd cu CMCNa (scale bar pentru imaginile in camp luminos = 20 um;

scale bar pentru imaginile in fluorescenta = 100 um)
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Fig. 7. Nivelul de LDH eliberat dupa deteriorarea membranei celulelor MCF7 si MCF-12A
incubate cu suspensiile realizate din Fe,O,-55W si Fe,O,-55W stabilizata cu CMCNa pentru 24
si 48h (mean £ SD, n = 3). Semnificatia statistica a rezultatelor a fost notata cu (*) dupa cum
urmeaza: *p < 0.05 (slab semnificativ); **p < 0.01 (moderat semnificativ).
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Fig. 8. Generarea de ROS in celulele MCF7 si MCF-12A dupa 4, 24, si 48h de incubare cu
suspensiile realizate din FeOy-55W si FeOy-55W stabilizatd cu CMCNa (mean £ SD, n = 3).
Semnificatia statistica a rezultatelor a fost notata cu (*) dupa cum urmeaza: *p < 0.05 (slab

semnificativ); **p < 0.07 (moderat semnificativ).
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Fig. 9. Nivelul de NO eliberat in mediul de cultura al celulelor MCF7 si MCF-12A dupa 24 si 47 h
de incubare cu suspensiile realizate din FexO,-55W si Fe,O,-55W stabilizata cu CMCNa (mean
+ SD, n = 3). Semnificatia statistica a rezultatelor a fost notata cu (*) dupa cum urmeaza: *p <
0.05 (slab semnificativ).
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—@— AMDA_y-Fe203_CMCNa
® AMDA_RB

Fig.10. Procentajul de consum al AMDA in prezenta suspensiei din Fe,O,-55W stabilizata cu

CMCNa sau Roz bengal.
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