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Introducere

Lucrarea este structuratd in doud parti. Prima parte contine date generale din literatura
referitoare la proprietatile polizaharidelor si metodele fizico-chimice utilizate, iar a doua parte
cuprinde date si rezultate originale. Polizaharidele descrise in prima parte a lucrarii sunt cele
utilizate pe parcursul stagiului doctoral, si anume acidul alginic, acidul hialuronic, chitosanul si
ciclodextrinele (ca oligozaharide). Au fost mentionate proprietatile generale si domeniile de
utilizare ale acestor polizaharide punand accent pe capacitatea lor de a forma hidrogeluri in
anumite conditii. Partea teoretica prezinta in continuare metodele fizico-chimice de caracterizare
a proprietatilor hidrogelurilor (reologia, microscopia electronica, spectroscopia IR, spectroscopia
de fluorescentd). Prima parte a lucrarii se incheie cu un capitol dedicat spectroscopiei de rezonanta
electronica de spin (RES), metoda principalda de cercetare folosita Tn studiul hidrogelurilor
polizaharidelor pe parcursul stagiului doctoral. Acest capitol pune accent pe caracteristicile
spectrale ale nitroxizilor utilizati ca sonde de spin sau ca markeri de spin, care reflecta proprietatile
dinamice si de interactie cu mediul din imediata vecindtate. Sunt prezentate aplicatii din literatura
referitoare la utilizarea spectroscopiei RES in studiul gelurilor/hidrogelurilor.

In partea a doua a tezei care constituie contributia originald, ne-am propus utilizarea
spectroscopiei RES ca metoda spectroscopicd complementara celor clasice (reologie,
spectroscopie IR, microscopie SEM) pentru caracterizarea fizico-chimici a gelurilor. In cele mai
multe cazuri s-a realizat marcarea cu spin a lanturilor de polizaharide folosind radicalii amino-
TEMPO sau carboxi-TEMPO pentru a evidentia formarea gelurilor.

Directiile de cercetare:

» evidentierea neomogenitatilor gelurilor la nivel nanoscopic folosind sonde
moleculare duale de dimensiuni mici;

» determinarea capacitatii de incapsulare a unor molecule marcate cu spin cu mase
moleculare acoperind doui ordine de marime (102-10);

» rolul pe care il au interactiile gazda—oaspete evidentiat indirect, prin analiza
spectrelor RES si corelarea rezultatelor cu cele furnizate de alte metode fizico-
chimice, rezultatele fiind utile Tn proiectarea sistemelor biomoleculare complexe
bazate pe alginat;

» au fost analizate procesele de reducere a acidului cloroauric (HAUCI4) in solutii de
polizaharide avand ca rezultat formarea nanoparticulelor de aur (AuNP);

» studiul RES privind formarea retelelor interpenetrate (IPN) si semi-IPN ale
alginatului si chitosanului prin introducerea in sisteme a celor doua polizaharide

marcate cu spin;



» disponibilitatea hidrogelurilor de a incapsula diferite molecule, cu utilizarea
metodei RES pentru estimarea calitativa a dimensiunilor ochiurilor de retea prin
folosirea sondelor de spin cu dimensiuni cunoscute;

» analizarea rolului riboflavinei de a genera specii radicalice reactive si a acidului
hialuronic de inhibitor de radicali si de antioxidant in procesul de fibrilogeneza a
colagenului Tn tratamentul keratoconusului prin metoda CLX (corneal collagen

crosslinking).

Contributii originale

Tn capitolul trei al tezei s-a studiat modul in care interactiile supramoleculare de tip gazda-
oaspete in geluri de alginat functionalizat cu unitati gazda (ciclodextrind) si unitdti oaspete
(adamantil) schimba morfologia, comportamentul reologic si capacitatea de incapsulare a
hidrogelurilor.

Aceasta abordare porneste de la cateva studii anterioare prezentate in literaturd. O parte
dintre acestea, referitoare la sinteza gelurilor polimerice rezultate prin cuplarea lanturilor polietilen
glicolice cu unitati de ciclodextrina, au fost prezentate pe larg n partea introductiva a tezei [2,3].
Un alt studiu se referd la marcarea cu spin a alginatului de sodiu cu grupari paramagnetice TEMPO
cu scopul de a evidentia formarea gelului si interactiile de schimb ionic prin modificarile dinamice
ale gruparii paramagnetice [6].

Grupadrile carboxil prezente in structura alginatului permit introducerea de noi grupari
functionale, oferind posibilitatea de a modula proprietatile gelurilor si, astfel, de a utiliza noii
polimeri in aplicatii specifice [4,5]. De exemplu, alginatul marcat cu spin a putut fi utilizat pentru
a evidentia influenta ionilor complexanti asupra dinamicii lantului si pentru a evidentia procesele
de schimb ionic intre alginat si EDTA [6].

Interactiile gazda-oaspete determina modificari ale proprietatilor gelurilor ce pot fi
urmarite prin intermediul gruparilor paramagnetice de tip TEMPO, folosind fie metoda sondelor
de spin, fie metoda marcarii cu spin. Procedura marcarii cu spin a alginatului (Alg), descrisa in
literatura [6], a fost adaptata (Figura 1) pentru a introduce, pe langa gruparea paramagnetica
TEMPO (T), si unitati structurale de tip gazda ($-CD functionalizata cu lanturi alchil de diferite
lungimi) sau oaspete (adamantan, Ad).
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Figura 1. Schema procesului de marcare a alginatului cu spin si cu fragmente de ciclodextrina

sau adamantan [6].

Derivatii de alginat functionalizati au fost notati Alg-Ad, Alg-1,2-5-CD, Alg-1,3-4-CD si
Alg-1,6-5-CD, iar derivatii marcati cu spin au fost notatiAlg-T, Alg-Ad-T, Alg-1,2-5-CD-T, Alg-
1,3-5-CD-Tsi Alg-1,6-5-CD-T. Prin analiza spectrelor RES ale acestor sisteme s-a realizat
evidentierea indirecta a diferitelor tipuri de interactii necovalente si corelarea rezultatelor RES cu
cele furnizate de alte metode fizico-chimice.

Imaginile SEM ofera informatii privind modificarile morfologice determinate atat de
functionalizarea alginatului cat si de prezenta unor interactii aditionale celor care determina forma
gelului (complexarea ionilor de calciu de catre gruparile carboxil), si anume interactiile de tip

gazda—oaspete.

Figura 2. Imagini de morfologie a suprafetei xerogelurilor Alg (a), Alg-Ad (b),
Alg-1,3-5-CD (c¢) si Alg-1,3-4-CD/Alg-Ad (d).
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Figura 2 prezinti imaginile SEM ale suprafetelor xerogelurilor de alginat investigate. In
cazul alginatului nefunctionalizat (Figura 2a) si a alginatului functionalizat cu adamantan (Figura
2b), porii retelei sunt densi si caracterizati printr-o distributie uniforma. Functionalizarea cu
ciclodextrind determind dimensiuni mai mari atat ale fibrilelor de gel, cat si ale porilor retelei
(Figura 2c). Cu toate acestea, imaginile SEM ale alginatului, alginatului functionalizat cu
adamantan si alginatului functionalizat cu ciclodextrind se aseamanad intr-o mare masura.

Interesant este faptul cd imaginea SEM a gelului de alginat obtinut prin adaugarea de ioni
Ca?" la un amestec de alginat functionalizat cu adamantan si alginat functionalizat cu ciclodextrini
prezintd in mod clar o morfologie diferita, caracterizatd prin pori considerabil mai mari, canale
deformate si o retea ,,incretita” (Figura 2d). Aceste diferente de morfologie a suprafetei indica
faptul ca interactiile gazda—oaspete intre lanturile de alginat afecteaza proprietatile globale ale
gelului. Pentru a confirma acest lucru, au fost efectuate determindri de reologie si spectroscopie
IR ce oferd, de asemenea, informatii asupra proprietatilor globale ale gelurilor.

Proprietatile reologice ale gelurilor de alginat pot fi descrise In termenii a doi parametri, si
anume modulul de stocare, G’, si modulul de pierdere, G”. Factori precum caracteristicile
alginatului (sursa, proportia si secventa blocurilor M si G, vascozitatea), tipul, concentratia
cationului de complexare si prezenta in sistem a altor specii precum cationii monovalenti sau co-
solventii, modifica proprietitile reologice ale gelurilor de alginat. In studiul nostru, masuritorile
reologice au fost efectuate imediat dupa prepararea gelurilor.

In Figura 3 se prezintd evolutia parametrilor reologici ai gelurilor de alginat, alginat
functionalizat si gelurilor preparate din amestecarea lor, determinata de cresterea tensiunii de
forfecare, la o frecventa constantd de 1 Hz. In cazul tuturor sistemelor, se observd ca modulul de
stocare G’ este mai mare decat modulul de pierdere G” si ca, de la o anumita valoare a Stresului
de forfecare (o*), caracteristica fiecarui sistem, cele doud module reologice devin egale. Acest
fenomen marcheazd aparitia deformarii plastice. Dupd cum se poate observa din Figura 3a,
valoarea o* creste semnificativ, fie prin functionalizarea cu fragmente adamantil, fie cu
ciclodextrina. De asemenea, trebuie remarcata cresterea rapida a valorii ¢* cu lungimea lantului
alchil. Tn cazul gelurilor rezultate din complexarea alginatului Alg-1,6-5-CD cu ionii de calciu, se

inregistreaza cea mai mare valoare in aceasta serie.



(a)
10°F
T 10°F
g 10
ED 3 I
g 10°¢
0} [
[ —m—Alg —o—Alg
10" F —e— Alg-1,2-8-CD —O— Alg-1,2-B-CD
i Alg-1,3-B-CD Alg-1,3-p-CD
[ —A— Alg-1,6-B-CD  —A— Alg-1,6--CD
101 1 1 1 1

0.1 1 10 100 1000 10000

Amplitude Stress, [Pa]

G' & G", [Pa]

| —m— Alg-Ad

102 —O— Alg-Ad
E —®— Alg-1,2-8-CD/Alg-Ad  —O— Alg-1,2-3-CD/Alg-Ad
Alg-1,3--CD/Alg-Ad Alg-1,3--CD/Alg-Ad
o' [ —A— Alg-1,6-p-CD/Alg-Ad —A— Alg-1,6-B-CD/Alg-Ad
1 1 1 1 1 1
0.1 1 10 100 1000 10000

Amplitude Stress, [Pa]

Figura 3. Dependenta modulelor G’ si G” de stresul de forfecare (¢*) pentru (a) gelul de alginat
si gelurile de alginat functionalizat cu ciclodextrina si (b) gelul de alginat functionalizat cu

adamantan si gelurile de alginat ce prezinta interactii gazda—oaspete.

Aceste date arata ca atat functionalizarea lantului alginat cu unitati 5-CD, cét si cresterea
lungimii lantului aminoalchil ce actioneaza ca linker intre cele doud, determind o crestere a
elasticitatii retelei de hidrogel. Astfel, prin functionalizare se poate modula rezistenta gelului la
deformare.

Interactiile gazda—oaspete determina adesea modificari ale parametrilor spectrali RES ai
gruparilor paramagnetice, si anume constanta de scindare hiperfina (an) si timpul de corelatie
rotational (7). Astfel, urmarind modificarile in spectrele RES ale gruparilor paramagnetice atasate
lanturilor alginat, putem obtine informatii suplimentare, la nivel nanoscopic, asupra acestor

interactii.
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Figura 4. Spectrele RES ale alginatului marcat cu spin (Alg-T) functionalizat cu unitati gazda
(1,n-4-CD) sau oaspete (Ad) si ale amestecurilor acestora (Ad/1,n-4-CD), inregistrate in solutie,

la temperatura camerei.

Tn Figura 4 sunt prezentate spectrele RES ale probelor de alginat marcat cu gruparea
paramagnetica TEMPO (T) si functionalizat cu grupari adamantil (Ad) sau cu unitati ciclodextrina
(1,n-5-CD) si ale amestecurilor corespunzatoare (Ad/1,n-f-CD), inregistrate in solutie, la
temperatura camerei.

Atasarea covalenta a gruparii paramagnetice la lantul de alginat conduce la Tncetinirea
miscarii acesteia, dar spectrul indica totusi mentinerea intr-un regim dinamic cvasi-izotrop (liniile
spectrale sunt mai largi, cea de la camp inalt avand o indltime mai mica) [1]. Observam c4, in
solutie, modificarile parametrilor RES sunt minime in cazul amestecurilor de alginati care contin
grupari de adamantil si unitati de ciclodextrind. Aceasta observatie, corelatd cu modificarile mici
ale parametrilor RES, ne conduc catre concluzia ca interactiile de tip gazdd—oaspete intre gruparile
TEMPO si cavitatile de ciclodextrind atasate lanturilor alginat sunt mai putin favorizate decat
interactia radicalului TEMPO liber cu ciclodextrina in solutie (Figura 5).

Pentru a confirma aceasta ipoteza am comparat spectrele RES ale sondei de spin 4-amino-
TEMPO libera in Alg-1,2-5-CD (solutie sau gel) cu spectrele alginatului corespunzator marcat cu
spin (Alg-1,2-5-CD-T).
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Figura 5. Spectrele RES ale 1) 4-amino-TEMPO in apa, 2) 4-amino-TEMPO in solutie de Alg-
1,2-5-CD, 3) 4-amino-TEMPO in gel Alg-1,2-4-CD, 4) solutie de Alg-1,2-5-CD-T, 5) solutie de
Alg-1,2-4-CD-T, in prezenta de 1-adamantanol, 6) gel Alg-1,2-5-CD-T, 7) 4-carboxi-TEMPO in

solutie de Alg-1,2-5-CD, 8) 4-carboxi-TEMPO in solutie de Alg-1,2-4-CD, in prezenta de
1-adamantanol, 9) 4-carboxi-TEMPO 1in gel Alg-1,2-5-CD, 10) 4-carboxi-TEMPO in gel Alg-

1,2-5-CD, in prezenta de 1-adamantanol.

In cazul Alg-1,2-4-CD-T, interactiile gazdi—oaspete intre gruparile TEMPO si unitatile de
ciclodextrind atasate covalent lantului de polizaharid sunt, in teorie, posibile. Adaugarea de 1-
adamantanol la solutia de Alg-1,2-4-CD-T nu a condus la modificari in spectrul RES, ceea ce ne
indica faptul ca atasarea gruparilor TEMPO si unitatilor ciclodextrina lanfului de alginat nu
favorizeaza interactia gazdi—oaspete in solutie. In prezenta ionilor Ca®** se observd miscarea
restrictionatd a gruparii TEMPO atasata lantului alginat, fara modificari ale valorii an.

O alta serie de experimente a avut ca scop analiza comportarii sondei de spin 4-carboxi-
TEMPO 1in solutie si in gelul Alg-1,2-5-CD. Aceasta sonda de spin poate fi implicata atat in
interactii cu ciclodextrina, cit si in complexarea ionilor de Ca?*, intrand astfel in competitie cu
gruparile carboxil ale lantului alginat. La fel ca in cazul sondei 4-amino-TEMPO, sonda 4-carboxi-
TEMPO nu formeaza complecsi cu cavitatile de ciclodextrina atasate lantului alginat in solutie.
Spectrul RES al 4-carboxi-TEMPO 1n gelul Alg-1,2-5-CD este caracterizat prin prezenta a doua
componente cu dinamica diferitd. Componenta mai lenta poate fi atribuitd complexarii sondei de
catre unitdtile de ciclodextrina atasate lantului polizaharidic.

Tn urma analizei datelor prezentate in Figura 6, putem trage concluzia ca structura sondei

de spin influenteaza semnificativ interactiile ce se stabilesc cu matricea gelului. Tn mod



surprinzator, interactia dintre 4-carboxi-TEMPO si lanturile de alginat functionalizate cu unitati

ciclodextrina are loc 1n gel, dar nu si in solutie.

106G

Figura 6. Spectrul RES al 4-carboxi-TEMPO in gelul Alg-1,2-5-CD: verde — spectrul
experimental, maro — spectrul simulat, albastru — spectrul componentei cu dinamica lenta,

negru — spectrul componentei cu dinamica rapida.

Spectrele RES prezentate in Figura 7 si datele cuprinse in Tabelul 1, inregistrate pentru
gelurile obtinute din amestecuri de alginat marcat cu spin si functionalizat cu ciclodextrina sau cu
adamantan (Alg-1,n-4-CD-T/Alg-Ad-T), prezinta doua componente. Componenta caracterizata
printr-o dinamica lenta este atribuitd gruparilor TEMPO localizate in regiunea G a lanturilor
alginat, acolo unde are loc preponderent complexarea ionilor Ca?*, in timp ce componenta cu
dinamica rapida este atribuitd gruparilor TEMPO localizate in regiunea M a lantului alginat,
precum si grupdarilor TEMPO situate la distanta de nodurile retelei de gel. Schimbarea majora de
dinamica a gruparilor paramagnetice atasate lantului de alginat este determinata de procesul de

complexare a grupdrilor carboxil de citre ionii Ca®* si nu de interactiile gazdi—oaspete.
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Figura 7. Spectrele RES ale gelurilor alginat marcate cu spin: a) Alg-Ad-T, b) Alg-1,2-5-CD-T,
c) Alg-1,2-5-CD-T/Alg-Ad-T, d) Alg-1,3-5-CD-T, e) Alg-1,3-5-CD-T/Alg-Ad-T, f) Alg-1,6-4-
CD-T, g) Alg-1,6-5-CD-T/Alg-Ad-T, inregistrate la temperatura camerei.

Tabel 1. Raportul dintre ponderea celor doua componente din spectrul RES si distanta dintre liniile
extreme ale spectrului (2Az, in G) pentru gelurile de alginat marcate cu spin

Sistem Alginat individual Amestec Alg-Ad-T si Alg-1,n-4-D-T
Raport componenta | 2Az Raport componenta 2A;;
lenta/componenta lentd/componentd mobild
mobila

Alg-Ad-T - 57.4 - -
Alg-1,2-5-CD-T 4.74 57.8 4.58 60.2
Alg-1,3-5-CD-T 3.66 62.1 4.64 63.5
Alg-1,6-5-CD-T 2.15 60.4 3.78 61.0

In concluzie, complexarea de citre ionii Ca®* a blocurilor guluronice din alginatul
functionalizat este determinantd pentru formarea gelului. Interactiile gazda—oaspete au totusi o
contributie subtila in ceea ce priveste proprietatile gelurilor, determinand modificarea parametrilor
reologici si morfologia acestora. Rezultatele RES demonstreaza efectul local pe care il au
interactiile gazda—oaspete asupra dinamicii gruparilor TEMPO atasate covalent lanturilor de

alginat.
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Studiile efectuate In cadrul tezei in capitolul patru au cuprins si procesele de reducere a
acidului cloroauric in solutii de polizaharide (alginat de sodiu, dextran si chitosan), avand ca
rezultat formarea nanoparticulelor de aur (AuNP) si stabilizarea nanoparticulelor in gel (Figura 8).
Tn aceste procese sunt implicate gruparile hidroxil ale polizaharidelor care au capacitatea de a

reduce Au** si de a proteja nanoparticulele in solutie si in gel [7-12, 13].

Figura 8. Solutii de 1) AuNP in alginat la temperatura camerei, 2) AuNP in chitosan la
temperatura camerei, 3) AUNP in dextran la temperatura camerei 5) AuNP in alginat la 90°C, 6)

AUNP in chitosan la 90°C, 7) AuNP in dextran la 90°C.

Obtinerea gelurilor de alginat decorate cu nanoparticule de aur s-a realizat fie prin adaugare
de ioni Ca?* solutiei de alginat continind nanoparticule de aur, rezultind gelul sub formi de perle,
fie prin difuzia ionilor Au®* in gelul de alginat, urmati de reducere in situ. Prima modalitate de
preparare determina o distributie mai uniforma a nanoparticulelorde aur n gel. Procesele de
reducere si formarea nanoparticulelor de aur au loc mult mai lent in gel decat in solutie (Figura 9).
S-a constatat ca alginatul si chitosanul favorizeaza formarea de nanoparticule cu dimensiuni mai
mici de 100 nm, Tn timp ce dextranul determina formarea nanoparticulelor cu dimensiuni mai mari.

Scopul acestui studiu a fost de a obtine, din analiza spectrelor RES, informatii dinamice ce
pot fi asociate cu formarea nanoparticulelor metalice in solutie si in gel de alginat. Pentru aceasta,
spectrele RES al alginatului marcat cu spin au fost inregistrate in solutie pe parcursul formarii
nanoparticulelor de aur. Nu a fost observata o modificare a dinamicii gruparii paramagnetice atasate
lantului alginat ca urmare a formarii nanoparticulelor de aur (Figura 10). Gruparea paramagnetica

are aceeasi dinamica 1n solutie si nu interactioneaza cu nanoparticulele de aur.
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Figura 9. Formarea gelurilor de alginat prin A) adiugarea de ioni Ca?* la solutia de AUNP in

alginat si B) difuzia ionilor Au®* in gelul de alginat urmati de reducerea in gel.

ALG-T/Au3*

ALG-T/AuNP

110G

Figura 10. Spectrul RES al alginatului marcat cu spin in solutie, in prezenta ionilor Au®", si

spectrul RES in solutia de alginat marcat in care s-au format nanoparticulele de aur.

Spectrele RES ale gelurilor Alg-T si Alg-1,2-4-CD-T 1in prezenta nanoparticulelor de aur
prezintd o dinamica puternic restrictionatd, avand doud componente spectrale. Dinamica gruparilor
paramagnetice atasate lanturilor nu este influentata semnificativ de formarea nanoparticulelor

(Figura 11).
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Figura 11. Spectrele RES ale gelurilor de alginat marcate cu spin in absenta sau in prezenta

AuNPs: a) Alg-T, b) Alg-T/AuNP, c) Alg-1,2-3-CD-T, d) Alg-1,2-3-CD-T/AuNP.

Capitolul cinci este dedicat evidentierii formarii retelelor interpenetrate in sisteme de
polizaharide. Termenul de retea polimerica interpenetrata (IPN) se refera la materiale polimerice
care rezultd prin Intrepatrunderea a doud sau mai multe retele polimerice, fara a fi conectate
covalent, dar care nu pot fi separate decat prin ruperea legaturilor chimice [14,15,17]. Atunci cand
doar reteaua unuia din polimeri este reticulata, rezulta o retea semi-IPN [16].

Sistemul de polizaharide considerat in studiul RES pentru evidentierea formarii gelurilor
de tip semi-IPN si IPN a fost reprezentat de chitosan si alginat folosind ca agenti de reticulare
glutaraldehida, respectiv clorura de calciu. Tn cazul amestecului de chitosan/alginat, adaugarea
agentilor de reticulare si de gelifiere s-a realizat succesiv si alternant. Utilizarea chitosanului
marcat cu spin si a alginatului marcat cu spin a permis evidentierea formarii retelelor de tip semi-

IPN si IPN prin analiza modificirilor observate in spectrele RES. Tn Figura 12 sunt prezentate

Niﬂ_:

imaginile sistemelor analizate.
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( -
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Figura 12. Probele de gel 1) alginat + Ca?*, 2) alginat + chitosan + Ca?*, 3) alginat + chitosan +
Ca?"+ glutaraldehid, 4) alginat + chitosan + glutaraldehida + Ca?*, 5) alginat + chitosan +

glutaraldehida, 6) chitosan + glutaraldehida.
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Tn Figura 13 sunt prezentate spectrele RES ale chitosanului marcat prezent in sistemele
preparate. Pentru aceste sisteme Se observa o dinamicd rapida asemanatoare a gruparilor
paramagnetice atasate covalent lantului de chitosan (Spectrele a, b, c).

Prin addugarea de Ca®* s-a realizat complexarea alginatului, sistemul transformandu-se in
gel (sistemul 2). Fata de solutia de alginat/chitosan, In cazului gelului separat se observa o miscare
mai lenta a chitosanului marcat. Aceasta indica faptul ca lantul de chitosan marcat este incorporat
in reteaua gelului de alginat. Dupa cum se observa, gelul are semnal RES (spectrul roz), ceea ce
indica faptul ca alginatul si chitosanul formeaza o retea semi-IPN. Addugarea de glutaraldehida la

solutia de chitosan si alginat conduce la o miscare mai restrictionata.

— chitCT_chit

— chitCT_chit_alg_GlutA_Ca
chitCT_chit_alg_Ca

— chitCT_chit_alg

— chitCT_chit_alg_Gluth

a

—— /
audl — T T
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3178 3185 3190 3195 3200 3205 3210 3215 3220 3225 3230 3235 3240 3245 3250 3255 3260
s

Figura 13. Spectrele RES ale chitosanului marcat in solutie de alginat, in prezenta sau absenta

agentilor de reticulare (ioni de Ca®* si glutaraldehida).

Adaugarea de glutaraldehida la solutia de chitosan marcat si alginat nemarcat conduce la
formarea unui gel. Chitosanul marcat are o miscare mai incetinita (spectrul albastru) relevata de
largirea liniilor spectrale corespunzitoare unei retele semi-IPN. Adaosul de Ca?" la aceasti solutie
conduce la o imobilizare si mai mare, aceasta fiind dovada realizarii unei retele IPN (spectrul
maro). Spectrele RES ale solutiilor separate de geluri nu prezinta semnal, ceea ce indica faptul ca
sonda de spin este incapsulata in retelele gelurilor.

In cazul sistemelor care contin alginat marcat cu spin s-au observat comportari similare.
Spectrele RES sunt prezentate in Figura 14. In solutii de alginat si chitosan, alginatul marcat cu
spin are o miscare cvasi-izotropa (spectrele a si b din Figura 14). Prin adiugarea Ca?* la solutia de
alginat si chitosan se formeaza un gel semi-IPN, iar semnalul RES corespunde celui pentru un gel
de alginat marcat cu spin (Figura 14, spectrul c). Tn cazul sistemului alginat / chitosan / Ca?* /
glutaraldehida s-a observat o imobilizare mai avansatd a gruparii paramagnetice (Spectrul d)

corespunzatoare unei retele IPN.
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Figura 14. Spectrele RES ale chitosanului marcat in solutie de alginat, in prezenta sau absenta

agentilor de reticulare (ioni de Ca®" si glutaraldehida).

Concluzia acestui studiu este ca spectroscopia RES poate pune in evidenta diferentele de
dinamica ale gruparilor paramagnetice atasate covalent lanturilor de polizaharide intre retelele IPN
sau semi-IPN comparativ cu retelele simple ale gelurilor formate de polizaharide pure. Studiul
urmeaza sa fie completat de investigatiile morfologice ale sistemelor discutate.

In capitolul al saselea sunt prezentate rezultatele privind utilizarea spectroscopiei RES ca
o metoda noua de estimare a capacitatii de incapsulare a diferitelor specii moleculare in retelele
geluri, de determinare a dimensiunii ochiurilor retelelor de gel si ca metoda de a evidentia
neomogenitatile din gel [16,20,21]. Astfel, s-a studiat difuzia sondelor indicate in Figura 15 si a
albuminei serice bovine (BSA) marcate cu spin in gelurile mentionate mai sus. Masele moleculare
ale sondelor utilizate in evaluarea capacitatii de incapsulare a gelurilor sunt prezentate n Tabelul
2. Albumina serica bovina a fost marcata urmand procedura descrisa in studiul privind
complexarea/decomplexarea albuminei serice bovine cu dodecilsulfat de sodiu [22] Tn care s-a
aratat ca gelul reprezentat in Figura 16, care contine in structura ciclodextrina, poate purifica
proteina.

Sondele de spin TEMPO, 4-amino-TEMPO, 4-hidroxi-TEMPO si 4-carboxi-TEMPO au
provenit de la firma Aldrich, in timp ce Pluronicii marcati cu spin (P123, L62, F127) au fost
obtinuti prin marcarea cu fragmente paramagnetice de tip nitroxid dupa metoda indicatd in

literatura [19].
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Figura 15. Sondele de spin utilizate pentru difuzia in geluri [19].

Tabel 2. Masele moleculare ale sondelor de spin utilizate pentru difuzia in geluri [19]

Sonda de spin Masa moleculari (g/mol)

TEMPO (T) 156
4-hidroxi-TEMPO (T-OH) 172
4-carboxi-TEMPO (CT) 200
4-amino-TEMPO(TNH3) 171

Pluronic L62NO 2500

Pluronic P123NO 5800
PEG8000-NO 8000

Pluronic F127NO 12600
Albumina serica bovina marcata cu spin ~ 66000

Au fost analizate o serie de hidrogeluri chimice care rezultd prin reactia dintre polietilen
glicol (PEG) sau polipropilen glicol (PPG) functionalizat cu grupari izocianat care reactioneaza cu
gruparile hidroxil ale a- sau S-ciclodextrinei. S-a urmarit evidentierea capacitatii de incapsulare in
functie de mai multi parametri: lungimea lantului PEG, raportul intre concentratiile initiale PEG/f-
CD, influenta polaritatii lantului, prin comparatia intre gelurile ce contin PPG si PEG (PEG900,
PEG2000, PPG2000).
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Figura 16. Reprezentarea schematica a retelelor gelului polimeric format din

ciclodextrina sau pentaeritritol cu PEG sau PPG, adaptata dupa [18].

In functie de raportul initial al reactantilor folosit in sinteza gelurilor polimerice PEG/CD
sau PPG/CD, s-a observat prin analiza spectrelor RES ca sondele cu masa moleculara mai mare
de 12000 g/mol nu difuzeaza in toate gelurile polimerice care contin apa ca solvent. De exemplu,
F127NO difuzeaza in gelul care rezulta din reactia PEG2000 cu B-CD (Figura 17).

Figura 17. Spectrele RES ale sondelor de spin TEMPO (A), L62NO (B), P123NO (C),
PEG8000-NO (D) si F127NO (E) incapsulate in gel PEG2000/4-CD, in apa.

Inlocuirea lantului PEG cu PPG (mai hidrofob — conformatii mai compacte) modifica
dimensiunile ochiurilor retelei. Inlocuirea B-CD cu a-CD schimbi capacitatea de a incapsula
sondele moleculare, astfel incit sonda F127NO nu difuzeazi in aceste hidrogeluri. Inlocuirea apei

cu diclormetan (DCM)/dimetilformamida (DMF) determind cresterea dimensiunii ochiurilor
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retelei permitand incapsularea sondelor moleculare cu masa moleculard mai mare (PEG8000-NO
sau FI127NO). Albumina bovind sericd marcatd cu spin nu difuzeazd in gelurile polimerice

(Figurile 18, 19 si 20).

Figura 18. Spectrele RES ale sondelor de spin TEMPO (A), L62NO (B) si P123NO (C)
incapsulate in gel PPG2000/a-CD, in apa.

Figura 19. Spectrele RES ale sondelor de spin TEMPO (A), L62NO (B), P123NO (C),
PEG8000-NO (D) si F127NO (E) incapsulate in gel PPG2000/a-CD, in DCM.

Figura 20. Spectrele RES ale sondelor de spin TEMPO (A), L62NO (B), P123NO (C),
PEGB8000-NO (D) si F127NO (E) incapsulate in gel PPG2000/a-CD, in DMF.
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Folosind o varietate de specii chimice, a fost posibil sd se obtind o imagine generala a
permeabilitatii gelurilor polimerice covalente. Spectrele RES ale sondelor de spin polimerice
incapsulate in geluri polimerice indica in unele cazuri o miscare lenta datorata fie interactiei cu
reteaua de gel, fie unei miscari constranse in zonele de solvent delimitate de retea.

Alte doua experimente au avut ca scop evidentierea schimbarilor in capacitatea de a
Tncapsula sonde de spin a gelurilor in care ciclodextrina a fost inlocuita de pentaeritritol, atat in
cazul utilizarii apei cat si a utilizarii DCM ca solvent. La fel ca in cazul PEG900/4-CD, s-a observat
ca doar sonda P123NO mai poate difuza in hidrogelul PEG900/pentaeritritol. Tn cazul utilizarii
DCM, dimensiunile ochiurilor retelei se largesc si toate cele cinci sonde de spin sunt incapsulate
n gel.

Tn a doua parte a acestui capitol s-a studiat capacitatea de ncapsulare a sondelor de spin Tn
functie de masa moleculara in gel de alginat si in retele de tip IPN si semi-IPN formate prin
reticularea solutiilor de alginat de sodiu si chitosan.

Tn continuarea studiului s-a putut observa cd sondele de spin obtinute prin marcarea bloc-
copolimerilor F127, L62 si P123 au difuzat in geluri de alginat si Tn geluri semi-IPN de alginat si

chitosan (Figura 21).

— GEL-ALG-Ca-F127

— GEL-ALG-CHIT-Ca-F127

— GEL-ALG-CHIT-Ca-GA-F127

— GEL-ALG-CHIT-GA-Ca-F127

Aol A A N g

— GEL-ALG-CHIT-GA-F127
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Figura 21. Spectrele RES ale sondei de spin F127NO in hidrogeluri de alginat, semi-IPN si IPN.

De asemenea, si albumina serica bovind marcata cu spin difuzeaza in gelurile de alginat si
gelurile semi-IPN. Tn cazul retelei IPN, difuzia albuminei este posibila, dar este dependenta de
ordinea in care se adauga agentii de reticulare. Dimensiunea ochiurilor retelelor hidrogelurilor IPN
rezultate prin adiugarea succesivi de glutaraldehida si Ca* la amestecul de chitosan si alginat este
mai mica decat dimensiunea BSA, deoarece albumina marcata cu spin nu difuzeaza in reteaua IPN

rezultata.
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Albumina marcata cu spin are o miscare restrictionatd in hidrogelurile semi-IPN si IPN
(Figura 22). In prezentd de glutaraldehida se observd o miscare foarte restrictionati, ceea ce
demonstreazi o interactie puternici cu reteaua gelului (spectrul gri). In prezenti de glutaraldehida
si Ca?*, semnalul RES este foarte slab, indicand o retea de gel cu ochiuri de dimensiuni mici

(spectrul verde).

— GEL-ALG-Ca-BSA

— GEL-ALG-CHI-Ca-BSA

- GEL-ALG-CHI-Ca-GA-BSA

— GEL-ALG-CHI-GA-Ca-BSA

WWWW

— GEL-ALG-CHI-GA-BSA

Figura 22. Spectrele RES ale BSA marcata cu spin in alginat, hidrogeluri semi-IPN si IPN.

Asadar, experimentele de difuzie Tn hidrogeluri efectuate prin spectroscopie RES pot fi
folosite pentru estimarea dimensiunii ochiurilor de retea. in cazul unor dimensiuni mici ale
ochiurilor retelei, sonda nu poate patrunde in reteaua gelului si probele de gel nu prezinta semnal
RES. La dimensiuni mari ale ochiurilor de retea se observa un spectru RES ce indica o miscare
restrictionatd sau puternic restrictionatd. Experimentele efectuate au demonstrat cd gelurile
polimerice au o dimensiune a ochiurilor de retea mai mica de 10 nm (dimensiunea BSA) fatd de
hidrogelurile alginat si IPN cu chitosan. Dimensiunea ochiurilor de retea a hidrogelurilor IPN este
mai mare decat dimensiunea BSA.

Dimensiunea ochiurilor de retea ale gelurilor polimerice depinde de lungimea linkerului
de polimer si de ordinea in care se face reticularea. Utilizarea metodei RES pentru determinarea
dimensiunii ochiurilor de retea prin folosirea sondelor de spin cu dimensiuni cunoscute este un
element de noutate.

Ultimul capitol al tezei se refera la modelarea procesului de crosslinking (CLX) al
colagenului sub influenta riboflavinei si radiatiet UVA, ludnd in considerare implicarea
componentelor solutiilor oftalmice (acidul hialuronic) si proteinelor din filmul lacrimal.

Sistemele studiate au fost alese deoarece elementele care intra in componenta lor reprezinta

actorii principali in procedeul de tratament in vederea stoparii evolutiei unei afectiuni
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oftalmologice, keratoconus. Acest tratament presupune initierea formarii unor legaturi intra sau
interfibrilare in reteaua de colagen — element structural al corneei — mediata de radicalii generati
de fotodegradarea riboflavinei sub influenta radiatiei UVA, asa cum este prezentat in Figura 23
[23]. Acest procedeu poate avea si efecte adverse deoarece radicalii liberi formati pot induce
moartea celulelor endoteliale, deci pot afecta retina sau cristalinul.

. Dupa CLX
Inainte de CLX (n timpul procesului)

F:& lumina UVA HO-
={>-
,, (Hoo)

Figura 23. Reprezentarea schematica a procesului de interconectare a lanturilor de colagen

mediata de radicalii generati de riboflavina sub actiunea UVA [23].

Tn literatura de specialitate [24-28] privind stoparea evolutiei keratoconusului prin initierea
formarii unor noi fibrile in structura colagenului in prezenta riboflavinei nu sunt raportate date

fizico-chimice privind procesele care au loc.

colagen colagen + colagen +
pH=75 I\ riboflavina riboflavina
pH=175 +hv
- pH=75

Figura 24. Geluri de colagen formate la pH = 7,5 in absenta riboflavinei (A), in prezenta

riboflavinei inaintea expunerii la radiatia UVA (B) si dupa expunerea la radiatia UVA (C).

Cercetarile efectuate n cadrul studiului au avut ca scop evidentierea prin metode fizico-
chimice a unor transformdri in sisteme ce contin acid hialuronic (HA), riboflavind, colagen.
Metodele fizico-chimice utilizate au fost microscopia electronicd de transmisie cu scanare
(STEM), determinarile reologice, determindri de microcalorimetrie si determindri RES de

evidentiere a speciilor radicalice formate in prezenta riboflavinei in diferite sisteme. Tn tipul acestui
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proces se genereaza o serie de specii reactive de oxigen (ROS) cum ar fi hidroxil (HO«), superoxid
(O2+), hidroperoxid (HOz) si oxigen singlet (1:O2). Probele studiate au fost obtinute din colagen
extras din dermd bovind. Solutiile de colagen de 0,25 % in absenta si In prezenta riboflavinei
(0,1%) si/sau a acidului hialuronic (0,1%) la intervale de temperatura de 10-37°C si de pH 3,5—
7,5 au fost sau nu expuse radiatiei UVA (Figura 24)

Formarea fibrilelor s-a evidentiat in sistemele de colagen la temperatura de 37°C si pH =
7,5, cu tranzitie de la faza de sol la cea de gel ca rezultat al fibrilogenezei. Probele au fost examinate
microscopic. Probele au fost pregatite folosind metodele similare cu cele descrise in literatura [29-

31].

Figura 25. Imaginile STEM ale fibrelor de colagen in absenta (A) si in prezenta (B) riboflavinei,
pH=75.

Tn cazul probei preparate la pH = 7,5, in urma cresterii temperaturii la 37°C s-a putut
observa macroscopic transformarea sol-gel ca dovada a fibrilogenezei, insa microscopic nu s-a
evidentiat un proces uniform (Figura 25 A). in schimb, in prezenta riboflavinei, chiar si in absenta
iradierii cu lumina UV, s-a observat microscopic formarea fibrilelor in mod mult mai ordonat
(Figura 25 B). Acestea se formeaza si in prezenta acidului hialuronic. Probele de colagen au fost
caracterizate si din punct de vedere reometric.

Scopul determindrilor RES a fost acela de a evidentia radicalii cu viata scurtd (in special
cel centrati pe oxigen) in diferite sisteme expuse riboflavinei si radiatiei UVA. De aceea,
experimentele de captare de radicali s-au efectuat pentru solutii de lactoferina (LF), lizozim (LY Z),
albumina serica umana (HSA) si amestecuri ale acestora in prezenta riboflavinei expuse UVA.
Pentru aceasta au fost utilizati cei trei captatori de spin prezentati in Figura 26: DMPO — folosit
pentru identificarea radicalilor hidroxil, CPH — folosit pentru evidentierea radicalilor superoxid si
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hidroxil, respectiv TEMP — folosit pentru identificarea oxigenului singlet [32]. Pentru majoritatea

sistemelor analizate specia radicalica analizata a fost radicalul hidroxil.
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Figura 26. Structurile captatorilor de spin utilizati [32].

Metoda CLX de stopare a evolutiei keratoconusului implicd iradierea riboflavinei cu
lumina UVA, astfel pentru a demonstra rolul luminii a fost inregistrat spectrul RES al solutiei la
intuneric, observand ca nu exista semnal (spectrul negru) si spectrul RES in prezenta luminii
(spectrul cian). In prezenta luminii se observa semnalul RES de 4 linii caracteristic aductului
DMPO-HO- (Figura 27).

1

1= Ribo_nolight.dat
w{ — Ribo_ph_360nm.dat

Figura 27. Spectrul solutiei de riboflavina/DMPO in absenta (negru) si in prezenta luminii

(cian).

Spectrele RES ale aductilor de spin formati in sistemele de proteind mentionate mai sus

contin doud componente. O componenta corespunde aductului DMPO-HOe, iar cealalta
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corespunde unui aduct al DMPO cu un radical centrat pe carbon care se formeaza prin interactia
radicalilor ROS generati de riboflavina cu proteinele. Liniile corespunzatoare fiecarui aduct sunt
marcate cu bulind rosie pentru DMPO-HOe si cu bulina albastra pentru aductul radicalului centrat
pe carbon (Figura 28). In prezenta acidului hialuronic sau a dextranului s-a constatat ca formarea
radicalilor centrati pe carbon este inhibata. Astfel, putem spune ca acidul hialuronic nu are doar
un rol in refacerea integritatii filmului lacrimal, ci si un rol antioxidant impotriva radicalilor cu

reactivitate mare.

3175 3180 3185 3190 3195 3200 3205 3210 3215 3220 3225 3230 3235 3240 3245 3250 3255 3260 3265
G

Figura 28. Spectrele RES ale aductilor DMPO formati dupa expunerea la UVA in prezenta
riboflavinei n solutie de a) HSA, b) LF, ¢) LYZ si in amestecul celor trei proteine in absenta (d)

si In prezenta HA (e).

3168 3175 3180 3185 3190 3195 3200 3205 3210 3215 3220 3225 3230 3235 3240 3245 3250 3255 3260 3268
G

Figura 29. Spectrele RES ale aductilor DMPO formati dupa iradierea UV A in prezenta
riboflavinei a solutiei de colagen in absenta HA (a), in prezenta HA (b) si in prezenta

amestecului HA+HSA+LF+LYZ (c).
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Radicalii HO- si cei centrati pe atomi de carbon au fost evidentiati si in solutia ce contine
colagen si riboflavina dupa expunerea la radiatice UVA (Figura 28 a). Prezenta acidului hialuronic,
dar si a celor trei proteine (LF, LYZ, HSA) reduce contributia radicalului centrat pe carbon (Figura
29 b si c).

In urma iradierii solutiilor care contin riboflavina se poate forma, pe langi radicalul
hidroxil, si radicalul superoxidul care are o reactivitate mai mare si care, teoretic, ar avea un efect
negativ secundar mai mare in tratamentul CLX. Agentul de captare CPH poate evidentia formarea
acestui radical prin utilizarea superoxid dismutazei (SOD). In Figura 30 sunt prezentate spectrele
aductilor CPH formati in solutia de colagen in absenta (Figura 30, spectrul albastru) si in prezenta

SOD (Figura 30, spectrul verde).

a

b

e g e
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Figura 30. Spectrele RES ale aductilor CPH formati prin iradierea cu UVA a unei solutii ce

contine riboflavina si a) colagen, b) colagen+SOD, c) colagen+HA si d) colagen+HA+SOD.

Se observa ca intensitatea spectrului in prezenta SOD este putin mai micd, ceea ce ar putea
conduce la concluzia ci radicalul superoxid poate fi generat in solutia de colagen. In cazul solutiei
care contine colagen si acid hialuronic se observa ca intensitatile celor doud spectre sunt similare
si mai mici (Figura 30, spectrul negru si magenta). Acest rezultat subliniaza rolul de protectie pe
care 1l poate avea acidul hialuronic in timpul tratamentului CLX.

Dintre posibilii radicali reactivi centrati pe oxigen generati in prezenta UV A si riboflavinei,
oxigenul singlet este cel care ar avea un potential mai mare de distrugere a tesuturilor ochiului in
urma tratamentului CLX (Figura 31). Generarea TEMPONE (4-oxo-TEMPO) a facut posibila
detectarea oxigenului singlet in solutie de riboflavina in apa, in solutie de riboflavina si colagen,
in solutie de colagen, dar si in solutia PESCHKE (formula farmaceutica ce contine riboflavina si

dextran).
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Figura 31. Spectrele RES ale TEMPONE format dupa iradierea UVA a sistemelor: a) H>O, b)

colagen+riboflavind, c) colagen, d) solutie PESCHKE, e) lacrimi, f) colagen+HA,
g) colagen+HA+HSA+LF, h) HSA+LF+LYZ.

Tn schimb, formarea oxigenului singlet nu a fost evidentiata in lacrimi, In amestec de
colagen si acid hialuronic sau in amestec de colagen, acid hialuronic si proteine. Experimentele au
aritat ca acidul hialuronic are rolul de a neutraliza excesul de specii reactive formate. In prezenta
acidului hialuronic sau a dextranului s-a constatat ca formarea radicalilor centrati pe carbon este
inhibata, ceea ce dovedeste ca acidul hialuronic are rol antioxidant impotriva radicalilor cu
reactivitate mare.

Rezultatele determinarilor fizico-chimice privind sistemele ce contin colagen si acid
hialuronic expuse actiunii riboflavinei si UVA sustin rolurile pe care riboflavina si acidul
hialuronic le au in tratamentul CLX. Riboflavina, prin generarea de radicali liberi, asigura
formarea unor legdturi interfibrilare care conduc la cresterea rezistentei mecanice a corneei, in
timp ce acidul hialuronic are rolul de a regla sau a neutraliza o parte din radicalii liberi formati.
Acelasi rol il are si dextranul care intrd In compozitia solutiei PESCHKE.

Lucrarea este centrata pe utilizarea spectroscopiei RES ca metoda de cercetare a sistemelor
care confin polizaharide. Datele RES au fost completate de date obtinute prin reologie,
calorimetrie, spectroscopie IR si microscopie electronica.

Datele prezentate in aceasta teza ofera perspectiva de continuare a studiilor privind
functionalizarea polizaharidelor in scopul modularii proprietatilor acestora in functie de aplicatiile
dorite. Tn special vor fi detaliate studiile privind formarea nanoparticulelor metalice in geluri ale

polizaharidelor.
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