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1. Mijloace nano-terapeutice in medicina
Preambul

Nanobiotehnologia este un cdmp nou de cercetrare, constituind interfata dintre
stiintele vietii si nanotehnologie. In acest domeniu unde dimensiunile cu care se
lucreaza sunt cuprinse intre: 1 nm si 100 nm (1).

Acest domeniu propune exploatarea calitatii biomoleculelor si a proceselor pe care
le implica pentru dezvoltarea unor materiale sau dispozitive cu activitate certa in
medicind. Medicamentele substante care, in general determina modificari favorabile Tn
organism dar pot de asemenea fi nocive datorita mai ales a:

» efectelor nedorite,

» reziduurilor,

» fenomenelor de rezistenta.

De exemplu, peste 70% dintre bacteriile care determina infectii intra-spitalicesti
sunt rezistente la cel putin un antibiotic!

Cel mai cunoscut exemplu este cel al tulpinilor meticilino-rezistente (figura 1)

Figura 1. Tulpini Methicillin-Rezistente de Staphylococcus aureus (MRSA) evidentiate prin Scanning
Electron Micrograph (SEM) Sursa: http://img.timeinc.net/time/daily/2007/0706/a_lantibiotics 0618.jpg

Un alt mecanism de supravietuire bacteriana este: Ply Sly mechanism, in care

bacteriile pot evita si mai apoi elimina antibioticul, pompandu-I extracelular (figura 2).
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Deci microorganismele care pot genera rezistentd, poseda forme de ,inteligenta”,
asa ca noile tipuri de substante active trebuie sa ,identifice” acele cai care le fac ,si mai
inteligente” Acesta a fost inceputul acestei stiinte

How Bacteria Fight Back
Antibiotics kill bacteria by blocking necessary enzymes (see 1, above). But bacteria ply sly mechanisms for evading attack. They spew out

enzymes to slice apart the antibiotic (2), They close off the cell wall to prevent penetration (3). They pump out the antibiotic before it can kill
(4) or change the targeted enzyme tao disable the drug (5). And they easily pass on the best tools to still other bugs.

Figura 2. mecanismul PlySly bacterian
Sursa: http://s3.amazonaws.com/readers/healthmad/2007/07/22/43701 0.jpg

In acest context nanotehnologia terapeuticd cauta si ofere caracteristici specifice

care pot reduce morbiditatea si mortalitatea la om si animale:

» 0 terapie invaziva minimala,
» functii cu densitate Tnalta,

» concentrarea in volume foarte mici.

FDA- defineste un sistem de eliberare al farmaconilor ca fiind: “... un produs
destinat diagnosticului, tratamentului, prevenirii, sau diminuarii unei boli sau a conditiilor
ei de aparitie, sau care interfereaza o functie sau structura organismului Si care nu-si
atinge efectul sau primar ca urmarea unei interactiuni chimice si care nu este
metabolizat“... (FDA) @

Aplicatiile initiale, de pionierat ale nanobiotehnologiei au dat posibilitatea
reformularii unor conditionari, considerate pana atunci a fi toxice in formule sigure si
mult mai eficiente

Astfel nano-formularile din prima generatie au inclus:

» nanoparticulele de tip albumin-bound

» chelatii (gadoliniu)

» particulele oxido-feroase
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» nanoparticulele din argint

» restorativele (in stomatologie) si

» lipozomii (ca primi reprezentanti ai celei de a doua generatii)

Dintre numeroasele studii “on the topic, fluidele magnetice sunt considerate a fi
printre primele aplicatii verificate ale nanostiintelor.

Un bun exemplu este folosirea cu succes al fluidelor magnetice in SIDA @

Totusi aceste prime incercari au au demonstrat in timp numeroase neajunsuri,
dintre care cele mai importante au fost:

» biodisponibilizarea nesatisfacatoare,

» efectul limitat,

» potentiala citotoxicitate,

» tratamentele de lunga durata si frecvente.

Nanodispozitivele & "anccamers) o) depasit aceste limitari.
Acestea sunt capabile sa:

» maximizeze activitatea terapeutica,

» minimizeze efectele toxice secundare,

» tinteasca celule specifice si nu tesuturile,

» permitd o miscare usoara de suprafata.

Numeroase grupari functionale pot fi plasate pe nanodispozitive pentru:
» a creste / decreaste solubilitatea,

» penetratia mai usoara a membranelor celulare,

» cresterea imuno-compatibilitatii,

» favorizarea asimilarii celulare,

» stabilirea cu certitudine a destinatiei finale a farmaconului.

Astfel, a doua generatie de nano-dispozitive a devenit mult mai sofisticata datorita
studiilor la nivel molecular acest fapt permitand nano-dispozitivelor sa:

1. tinteasca,

2. identifice,

3. elibereze precis substanta activa,

4. monitorizeze eficacitatea terapeutica in timp real

5
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1.1. Nanotehnologia in biologie

Cele mai promitatoare tehnologii ale secolului 21 sunt biotehnologia si
nanotehnologia. Aceasta din urma este stiinta structurilor nanometrice se ocupa cu
crearea, investigarea si utilizarea sistemelor care sunt de 1000 de ori mai mici decéat
componentele utilizate Tn prezent in domeniul microelectronicii "

Convergenta acestor doua tehnologii rezulta in dezvoltarea nanobiotehnologiei,
aceasta combinatie interdisciplinara poate crea multe echipamente inovatoare ©

Nano-biotehnologia reprezinta unirea biotehnologiei si a nanotehnologiei.

Aceasta disciplina hibrida, inseamna deasemenea, producerea de dispozitive de
dimensiuni atomice prin imitarea sau incorporarea sistemelor biologice la nivel
molecular, sau construirea de instrumente minuscule pentru a studia sau modifica
proprietatile structurale atom cu atom.

Nanobiotehnologia poate avea o combinatie de microtehnologie clasica cu o
abordare a biologiei moleculare.

Biotehnologia utilizeaza cunostintele si tehnica din biologie pentru a manipula
procese moleculare, genetice Si celulare, ca sa dezvolte produse si servicii; este utilizat
in diverse domenii, de la medicina la agriculturd -

Nanotehnologia este un nou domeniu al stiintei care implica lucrul cu materiale
(substante) sau dispozitive la nivel nanometric. Un nanometru este o miliardime dintr-un
metru; este aproximativ 1/80.000 din diametrul firului de par, sau de 10 ori diametrul
unui atom de hidrogen.

Nanotehnologia manipuleaza proprietatile chimice si fizice ale unei substante la
nivel molecular. Ea schimba modul de géndire, estompeaza granitele dintre fizica,
chimie si biologie, eliminarea acestei granite ridica multe provocari si noi directii pentru
organizarea educatiei si cercetarii ©.

Richard Feynman, in discursul din 1959, intitulat "There is plenty of room at the
bottom” scoate in evidenta urmatorul concept:

"Daca minfile voastre Tnguste, pentru confort, divid acest univers in bucati, fizica,

biologie, geologie, astronomie, psihologie s.a.m.d.. Amintiti-va ca natura nu stie astal!”
(23
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1.1.1. Nanomedicina

Primele origini ale notiunii de nano-medicind provin din ideea vizionara a lui
Feynman a unor nanoroboti si a unor mecanisme asemanatoare care ar putea fi
proiectate, construite, Si introduse in organism pentru a efectua reparatii celulare la
nivel molecular @ . Odaté cu cristalizarea priorititior medicinei secolului XX si mai ales
XXI, si namomedicina a luat avant (Tabelul 1)

Tabelul 1.
Prioritatile medicinei de azi (Sinteza Cristina, 2009)®

Umana \eterinara

Diabet <

Gancer Y
Ataculidercordie
Disfunctiathormonalas <

» Procesul infectios

P /opnozele

- Distunctiahormondla
p Diapetuliacaing

Modularea'SNeH <
Gellulelerstem
SUpresiaimunar <

» Gelulele'Stem(os)
P Supresiaumuna
PVIONItOrINE

Alergie «
Deficietelelochiulin <
Angioplastiar s
Vionitoring ¥

Tn general miniaturizarea instrumentelor medicale va asigura abordari mai precise,
mai controlabile, mai multilaterale, mai sigure, mai rapide pentru cresterea calitatii vietii.

Aceste idei au fost studiate si de catre Drexler in anii 1980-1990, si in scrierile
tehnice ale lui Freitas in 1990-2000, dar primul om de stinta care a exprimat
posibilititile a fost fizicianul Richard P. Feynman (laureat al premiului Nobel) " Pe Freiatas
R. A, 2004)(2.3)

Aplicatile biomedicale ale nanotehnologiei sunt rezultate directe a astfel de
convergente; totusi provocarile, cu care se confruntd cercetatorii si inginerii care
lucreaza n domeniul nanotehnologiei sunt, enorme si extraordinar de complexe.

Interesul crescut al nanotehnologiei in aplicatii medicale a dus la aparitia unei noi

discipline cunoscute ca nanomedicina.
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Pe larg, nanomedicina cuprinde procesul de diagnosticare, tratare Si prevenire a
bolilor si traumatismelor, eliminarea durerii, pastrarea si intarirea sanatatii utilizand
,unelte” moleculare si cunostinte moleculare ale organismului. Deci nhanomedicina este
de fapt aplicarea nanotehnologiei in medicind 9.

Utilitatea nanotehnologiei in stiintele biomedicale impune crearea de materiale si
dispozitive proiectate sa interactioneze cu corpul la nivel subcelular, cu Tnalt grad de
specificitate. Utilizarea nanotehnologiei in stiintele biomedicale prezinta multe
oportunitéti revolutionare in lupta Tmpotriva cancerului, tulburarilor cardiace si
neurovegetative, infectiilor si altor boli.

Se asteapta ca tehnologia sa creeze inovatii si sa aiba rol vital in varii aplicatii
biomedicale, nu doar in transportul de substante medicamentoase si in terapia genica,
dar si in imagistica moleculara, biomarkeri si biosenzori V.

Nanotehnologia ar avea un rol mare Tn domeniul ceretarilor din terapia
medicamentoasa cu specificitate de tintd si in metodele de diagnostic timpuriu a
patologiilor.

Simpozionul intitulat "Nanoscience and Technology: Shaping Biomedical
Research” din 2000 s-a adresat nanostiintei si nanotehnologiei din domeniile de
cercetare din biomedicina:

Sinteza si utilizarea nanostructurilor
- Aplicarea nanotehnologiei in terapie
Nanostructuri biomimetice si biologice
Interfete biologice electronice
Dispozitive pentru detectarea precoce a bolilor
Instrumente pentru studierea unei singure molecule

Nanotehnologia Si ingineria tesuturilor )

Nanomedicina variaza de la aplicatii medicale ale nanomaterialelor, la biosenzori
nanoelectronici, si ca posibile aplicatii viitoare ale nanotehnologiei moleculare.
Probleme curente ale nanomedicinei implicd intelegerea problemlelor legate de

toxicitatea si impactul asupra mediului a materialelor nanometrice 2.
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1.2. Nano-materialele utilizate Tn biomedicina

Nanoparticulele sunt comparabile, ca dimensiune, cu proteinele.

Organismele vii sunt alcatuite din celule care au in general dimensiunea de 10 pm,
componentele celulare sunt, ca dimensiune, din domeniul sub-micronic, iar proteinele
sunt si mai mici, avand, in general, in jur de 5 nm ©.

In figura 3 este redat gradul de marime comparativ al nano-moleculelor.

[Water Glucose Antibody Virus Bacteria Cancer cell A period

°‘~@'§$@@°§@°@°@°
QF“

& N TS
Sl

Tennis ball

Nanodevices:
Manopores, Dendrimers, Nanotubes,
— Quantum dots, and Nanoshels

Figura 3. Gradul de marime comparativ al nano-moleculelor

Sursa: www.fda.gov/consumer/ updates/nanotech072507.html
Se cunosc deja numeroase materiale cu abilitati in eliberarea medicamentelor.
Dintre acestea, primele substante cunoscute au fost polimerii care initial aveau utilizari

non-biologice, dar care au fost selectate si in medicina datoritd numeroaselor proprietati
dezirabile, de exemplu:

Tipul polimerului. Caracteristica principala
Poliliretani = clasticitate

Bo|isioxani =ailitatidENZOIETE

Polimetismetacriati SrezIstenta siithansparenta
Pealivigil zileceli] - aidroiilie i reZisidn |
Polietienele Sdurtatesiipsalgontiarni
EoliviniEprolidonele —SSPERSIH 1)

Materialele biocompatibile care prezinta raspuns la campul magnetic extern si-au
gasit multe aplicatii interesante in arii variate ale biostiintelor si biotehnologiei, incluzand
diferite discipline medicale %V,
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Pentru a interactiona cu o tintd biologica, este necesara atasarea unui strat
biologic sau molecular care actioneaza ca o interfatd bioanorganica; exemple de strat
bio: anticorpi, biopolimeri (colagenul, diferite monostraturi de molecule care fac
nanoparticula biocompatibila).

Tehnicile de detectare optica sunt foarte raspandite n biologie, astfel ca
nanoparticulele ar trebui sa aibe in plus un strat fluorescent sau unul care isi schimba
proprietatile optice. Un material de succes folosit pentru nano-formulari trebuie sa fie:

» inert chimic,

» liber de impuritati filtrabile,

» cu imbatranire minima,

» usor procesabil,

» Cu structura adecvata.

Factorii care pot influenta biodegradarea polimerilor pot fi:

a. Specifici

sStructuraichimica)

S CoOmpoatiaichimicay

s prezentalieruparniorioHice)
sprezentatormatiumiorsaulanturnior defecte))

sereltateaimolecularassauidistributiaigreutatinmoleculare;
PO TOIOEIaN SO aly SeriCristalinay ImIGroOs UG e ey
sprezZenta compusioricuigrentatermolecularatimicas

b. Tehnologici

siconditiierdeprelucrare
s proceseletenmice
siproceseledesterilizare
JGie) )]

SHorma

c. Medicali

s locul implantarii
e compusii absorbiti si adsorbiti (apa, lipidele, ionii etc.),
« factori fizico-chimici (schimbul ionic, energia ionica, pH-ul)

s factori fizici (schimbari de forma si marime, variatii ale coeficientilor
de difuziune, stress-ul mecanic etc.),

= hidrolizele (enzime vs. apa). @

10
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Comparatia nanoparticulelor cu proteinele, d& o idee a utilizarii acestor ,sonde”
foarte mici care ne permit spionarea functionarii celulare, fara a produce prea multe
interferente. Tntelegerea proceselor biologice la nivel nanometric, este o fortd motricd
puternica Tn spatele dezvoltarii nanotehnologiei ©.

Pentru aplicatii biologice, cele mai utilizate proprietati sunt efectele optice si
magnetice, pe langa cele fizice. Nanoparticulele formeaza de obicei centrul (mijlocul)
nanobiomaterialelor. Pot fi utilizate ca suprafete pentru asamblare moleculara, si pot fi
formati din material anorganic sau polimeric.

Se mai gasesc sub forma unor nano-vezicule inconjurate de 0 membrana sau un
strat. Forma este de obicei sferica, dar poate fi si cilindrica, plata (discoidala), sau alte
forme. Dimensiunea si distribuirea dimensiunii poate fi importanta, de exemplu atunci
cand este necesara traversarea unei membrane celulare.

Un control strict al dimensiunilor medii ale particulelor si o distributie limitata a
dimensiunilor a permis crearea unor sonde fluorescente care emit lunming, intr-o gama
larga de lungimi de unda. Acest lucru permite crearea unor biomarkeri cu multe culori
bine definite .

Mijlocul insusi poate avea mai multe straturi si poate fi multifunctional, de exemplu
combinand straturi magnetice si luminiscente, se pot detecta si manipula particulele.

Particula centrala este adesea protejata de mai multe monostraturi de materiale
inerte, de exemplu siliciu, sau molecule organice care sunt adsorbite sau chemisorbite
la suprafata particulei. Peste se mai adauga un strat aditional de molecule de legare
pentru a fi functional. Aceste molecule de legare sunt liniare si au grupari reactive la
ambele capete, unul pentru a se atasa de particula iar celalalt pentru atasarea

diverselor grup&ri biocompatibile (anticorpi, fluorofori in functie de aplicatie)®

1.2.1. Materialele magnetice

Familia larga a materialelor controlabile prin camp magnetic, includ atat nano-, cat
si microparticule, structuri (nanotuburi, nanofire), pelicule subtiri. Pot servi ca exemple:
ferofluidele (fluidele magnetice),
fluidele magnetoreologice,

polimerii magnetici,

11
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materiale anorganice magnetice,
structurile biologice modificate magnetic,
particule magnetice cu biomolecule legate®”.

In multe cazuri materialele composite sensibile magnetic, constau din particule
magnetice mici (cel mai adesea formate din magnetita, maghemita sau diversi feriti), de
la scara nanometrica la cea micrometrica, dispersati in polimeri, biopolimeri sau matrice
anorganica; ca metoda alternativa particulele magnetice pot fi adsorbite pe suprafata
externa a unei particule diamagnetice (nu contine electroni desperecheati si deci nu
este atras de campul magnetic) “ > 7.

In majoritatea cazurilor s-au dezvoltat nano-/ microparticule sintetice sensibile
magnetic, dar s-au produs cu succes Si particule magnetice biologice (magnetozomi
produsi de o bacterie magnetotactica) care au fost utilizati cu succes in bioaplicatii
(4,5,10)

Sinteza nanoparticulelor magnetice

Multe procedeuri chimice s-au utilizat pentru a sintetiza nano-/microparticule
magnetice pentru bioaplicatii, de exemplu:

co-precipitarea clasica,

reactiile Tn medii constranse (microemulsiike),
sintezele sol-gel,

reactiile sono-chimice,

microunde,

rectii hidrotermale,

hidroliza si

termoliza precursorilor>9.

Cea mai simpla si eficienta cale chimica de a obtine particule magnetice este
tehnica coprecipitarii. Oxizii de fier, sub forma magnetitei (Fe3O4) sau maghemitei (-
Fe,03), sunt preparati prin ,imbatranirea” mixturilor stoichiometrice de saruri feroase si
ferice Tn mediu apos alcalin. (stoichiometria = ramura a chimiei care studiaza raporturile

cantitative dintre elemente, in combinatii sau n reactii)¥

Fe?" + 2Fe® + 80H - Fe;0,+ 4H,0

12
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Magnetita (Fez0,) nu este foarte stabila Si este sensibila la oxidare ceea ce duce
la formarea maghemitei (-Fe,O3). Principalul avantaj al procesului de coprecipitare este
ca se pot sintetiza o cantitate mare de nanoparticule; totusi controlul distributiei
dimensiunilor particulelor este limitat .

Adaugarea de anioni organici chelatanti (carboxilati, ioni de -hidroxicarboxilati, acid
citric, a.gluconic sau oleic) sau agenti de suprafatd complexanti (dextran,
carboxidextran, amidon, polivinilalcool), Tn timpul formarii magnetitei, poate ajuta
controlul dimensiunii nanoparticulelor .

Potrivit raportului molar dintre ionii organici si sarurile de fier, chelatia acestor ioni
organici pe suprafata ionilor de oxid de fier, poate previne nucleatia si duce la formarea
nanoparticulelor mai mari, sau inhiba cresterea nucleilor de cristal si duce la formarea
nanoparticulelor mici.

Metoda de coprecipitare clasica genereaza o distributie larga a dimensiunilor.
Sinteza unor nanoparticule de oxid de fier cu dimensiuni uniforme se poate face in
nanoreactori sintetici Si biologici, ca structuri micelare in solventi non-polari, custi de
proteine de apoferitind, dendrimere, ciclodextrine si lipozomi “+° 19

Sinteza hidrotermala a nanoparticulelor de magnetita este efectuata in medii
apoase in reactoare sau autoclave, unde presiunea poate fi mai mare de 2,000 psi (cca
13,8 Mpa), iar temperatura mai mare de 200°C.

In acest proces, conditiile de reactie, cum ar fi solventul, temperatura si timpul de
obicei au efect asupra produsului. Dimensiunea, particulelor din pudrele de magnetita, a
crescut odata cu prelungirea timpului de reactie si o cantitate mai mare de apa a
rezultat in urma reactiei de precipitare a particulelor mari de magnetita @),

Procesul sol-gel este o cale umeda adecvata pentru sinteza oxizilor metalici
nanostructurati. Acest proces se bazeaza pe hidroxilarea si condensarea precursorilor
moleculari Tn solutii rezultdnd o solutie de particule nanometrice mai departe
condensarea Si polimerizarea anorganica duce la o retea tridimensionala de oxizi
metalici de gel umed.

Pentru ca aceste reactii se efectueaza la temperatura camerei, sunt necesare

viitoare tratamente termice pentru a dobandi forma finala cristalina.

13
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Principalii parametrii care afecteaza cinetica, reactia de crestere, hidroliza, reactiile
de condensare si prin urmare, structura si proprietatile gelului sunt: solventul,
temperatura, natura si concentratia sarurilor precursoare folosite, pH-ul si agitatia .

Procesul poliol este o abordare chimica versatila pentru sinteza nanoparticulelor si
microparticulelor cu forme bine determinate si dimensiuni controlate.

Poliolii selectati (polietilen glicol) folositi ca solventi prezinta constante diel ectrice
mari Si pot dizolva compusi anorganici. Datorita punctului de fierbere relativ inalt, ofera
0 gama larga de temperaturi de operare pentru prepararea compusilor anorganici.

Poliolii pot servi ca agenti reducatori si deasemenea ca stabilizatori pentru
controlul cresterii particulelor si preveneriea agregarii interparticulare.

Nanoparticulele de magnetita neagregate (7 nm diametru) au fost sintetizate in
timpul reactiei trietilenglicolului cu Fe, la o temperaturé ridicats “*©),

Recent a fost dezvoltatda o noua metoda de sinteza a nanoparticulelor de
magnetita — sinteza prin injectare in flux (FIS = flux injection syntesis).

Tehnica consta in amestecarea continua sau segmentara a reagentilor in regim de
flux laminar intr-un reactor capilar. Prezinta urmatoarele avantaje: reproductibilitate
mare si cauza curgerii in bloc si conditiilor laminare, omogenitate mare si oportunitate
pentru un control extern precis al procesului .

Nanoparticulele de magnetita obtinute au dimensiuni cuprinse intre 2-7 nm.

Pirolizele (pyrolisis) cu spray si laser sunt reprezentanti tipici ai tehnologiei cu
aerosoli, sunt procese chimice continue care permit rata mare de productie a
nanopaarticulelor.

Prin piroliza cu spary, o solutie de saruri ferice si un agent reducator in solvent
organic este spray-at intr-o serie de reactori, unde solutia de aerosoli condenseaza si
solventul se evapora. eziduul uscat rezultat este format din particule ale caror
dimensiuni depinde de m&rimea initiala a picaturilor originale @,

Particulele de magnetita cu dimensiuni intre 5-60nm cu diferite forme au fost
obtinute utilizand diferiti precursori de saruri de fier in solutii alcoolice.

S-au studiat o gama larga de reactii chimice accelerate prin iradieri cu microunde

a reactantilor. Recent s-a dezvoltat o metoda cu microunde, simpla, rapida si eficienta
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pentru prepararea nanoparticulelor de magnetita relativ uniforme (80+5nm) direct din
saruri de Fe?*, formarea acestora necesita de la cateva secunde la cateva minute.

Deasemenea utilizdnd aceasta procedura se pot obtine nanoparticule de
magnetita ,umplute” cu nanoparticule de argint.

Pulberi de nanoparticule de magnetita se mai pot sintetiza pe cale mecano-
chimica. Macinarea cu ajutorul morii cu bile a cloridului feros si feric cu hidroxid de
sodiu a dus la o mixturda de magnetita Si clorura de sodiu.

Pentru a evita aglomerarea excesul de NaCl este adaugat precursorului Thainte de
moara. Pentru obtinerea particulelor de diferite dimensiuni, pulberile macinate au fost

reincalzite la temperaturi de la 100°C la 800°C timp de o ord 12,

Stabilizarea particulelor magnetice

Pentru a obtine materiale sensibile magnetic biocompatibile de obicei este necesar
sa se stabilizeze nanoparticulele de oxid de fier prin modificarea suprafetei lor sau prin
incorporarea Tn matrici biocompatibile corespunzatoare %,

Nanoparticulele magnetice modificate ar trebui sa fie stabile contra agregarii in
mediul biologic si in cdmpul magentic.

Mai multi compusi cu grupari functionale de carboxil, fosfat si sulfat sunt cunoscute
ca se leaga de particulele de magnetita si le stabilizeaza.

Acidul citric poate fi utilizat cu succes pentru stabilizarea fluidele magnetice pe
baza de apa prin coordonarea prin una sau doua grupari reziduuri de carboxil; acesta
lasa cel putin o grupare de acid carboxilic sa fie expus solventului, care ar trebui sa fie
responibil pentru a face suparafata cu incarcarea negativa si hidrofilica.alte ferifluide pot
stabilizate prin interactiuni ionice, utilzand de exemplu acid percloric sau hidroxid de
tetrametilamoniu.

In majoritatea cazurilor biopolimeri biocompatibili sunt utilizati pentru stabilizarea si
modificarea particulelor magnetice.

Materialele polimerice naturale sau sintetice utilizate pentru stabilizarea
particulelor ar trebui sa aibe proprietatile: sa fie biocompatibile, biodegradabile,

netoxice, netrombogenice, non-imunogenice si ieftine ¢,
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Nanoparticulele ideale, compozite polimer biocompatibile sensibile mmagnetic

trebuie sa aibe urmatoarele proprietati:

diametrul particulelor sub 100 nm,

stabilitate Tn sénge,

sa nu activeze neutrofilele,

sa nu agregheze trombocitele,

sa evite sistemul reticuloendotelial,

comportament neinflamator,

timp de circulatie prelungit,

posibila imobilizare a compusilor biologici corespunzatori (anticorpi) Si

productie ieftina.

Dextranul este un polimer de polizaharid compus exclusiv din unitati de D-
glucopironil cu diverse lungimi de lant si ramificatii; a fost utilizat ca invelis de polimer
mai ales pentru biocompatibilitatea excelenta “.

Formarea magnetitei Tn prezenta dextranului 40.000 a fost raportata pentru prima
data in 1982.

Aceasta procedura s-a utilizat pentru prepararea agentului de contrast pentru MRI
Ferumoxtran-10; acest material are un diametru hidrodinamic de dimensiuni mici,15-30
nm si prezintd rezistenta in sange, ceea ce permite acestor particule foarte mici sa
acceseze macrofagele localizate adanc in tesuturile patologice.

Alti biopolimeri care servesc ca invelis sunt formati din dextran carboximetilat,
carboxidextran, amidon, arabinogalactan sau glicozaminogalactan, iar ca polimeri
sintetici biocompatibili avem polietilen glicolul (PEG) si polivinil alcoolul (PVA).

Nanoparticulele magnetice adesea formeaza o parte magnetica dintr-un compozit
de microparticule sensibile magnetic format din diferiti polimeri sintetici, biopolimeri,
materiale anorganice, celule microbiale sau materiale vegetale.

Microparticulele superparamagnetice monodisperse compuse dintr-o matrice de
polistiren cu nanoparticule de maghemita (cca. 8 nm diametru), cunoscute ca
Dynabeads (Invitrogen), au fost utilizate la un numar mare de bioaplicatii, mai ales in

biologia molecular, biologia celulard, microbiologie si izolarea proteinelor “-°).
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Progrese recente

Particulele sensibile magnetic au deja multe aplicatii stabilite sau potentiale in
variate domenii din biostiinte, biotehnologie si tehnologiile mediului inconjur&tor “°),
Aplicatiile referitoare la biomedicina sunt bazate in special pe utilizarea unor
proprietati selectate, cum ar fi separarea magnetica, tintirea magnetica, producerea de
caldura, cresterea contrastului MRI.
Proprietatile magnetice a asemenea materiale au permis utilizarea lor in
numeroase domenii:
nano-/microparticulele pot fi separate din probele complexe utilizand un camp
magnetic extern (un separator magnetic, magnet permanent sau un
electromagnet). Aceasta proprietate este importanta pentru ca majoritatea
materialelor biologice au proprietati diamagnetice care permit separarea
selectiva eficienta a materialelor magnetice.
particulele magnetice pot fi conduse si mentinute la un loc anume utilizand un
camp magnetic extern.
supuse unui camp magnetic alternativ cu frecventa Tinalta, particulele
magentice, sunt capabile sa genereze caldura. Acest fenomen este utilizat in
special in timpul hipertermiei pe baza de fluide magentice in tratamentul
cancerului (de exemplu).
nanoparticulele de oxid de fier magnetic genereaza un contrast T, negativ n
timpul RMN-ului, au rol de agent de contrast
pot fi utilizate pentru modificarea diamagnetica a materialelor biologice
(materiale derivate din celule sau plante), polimeri organici si materiale
organice, pentru etichetarea magnetica a compusilor biologici activi (anticorpi,
enzime, aptameri) 4.
Diagnoza medicala si transportul adecvat si eficient al medicatiei sunt domeniile
medicale unde particulele nanometrice si-au gasit aplicatia practica.
Sunt multe alte propuneri interesante pentru utilizarea instrumentelor

nanomecanice in domeniul cercetérilor medicale si practica clinicd ©.
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Nanodispozitivele din stiintele medicale ar putea nlocui celule, care functioneaza
defectiv sau necorespunzétor, de exemplu respirocitele propuse de Freitas ?.

Aceste eritrocite artificiale teoretic sunt capabile sa furnizeze (asigure) oxigen mai
eficient decét un eritrocit natural.

Ar putea Tnlocui celulele rosii defecte din circulatia sanguina. Aplicatiile
respirocitelor ar putea include Tnlocuitori de transfuzii de sange, tratamentul partial al
anemiei, probleme neonatale/prenatale si tulburari pulmonare @,

Nanodispozitivele ar putea administra medicamente direct in corpul pacientului.
Asemenea nanostructuri ar putea transporta medicamente in locuri bine determinate,
realizand un tratament mai precis.

Mecanisme similare cu ,arme” specifice ar putea fi utilizate pentru indepartarea
obstacolelor din sistemul circulator sau Tn identificarea si distrugerea celulelor tumorale.

Nanorobotii care functioneaza in corp, ar putea monitoriza nivelul diferitilor
compusi Si Tnregistra informatia intr-o memorie interna. Pot fi utilizati rapid n
examinarea unui anumit tesut, prin controlarea caracteristicilor biochimice, biomecanice
si histometrice ale acestuia .

Biotehnologia isi extinde sfera si eficacitatea privind optiunile tratamentelor
disponibile din nanomateriale. Nanotehnologia moleculara va dezvolta eficacitatea,
confortul si viteza viitoarelor tratamente medicale si in acelas timp le va scadea
semnificativ riscul, costul si invazivitatea ©,

Biotehnologia permite fabricarea personalizata, biofarmaceutica Si biotehnologica
a medicamentelor pentru a invinge problemele asociate cum ar fi solubilitatea slaba,
stabilitate chimica slaba dupa administre in vivo si in vitro (perioada de injumatatire
scurtd), biodisponibilitate slaba si potentiale efecte secundare ©.

Nanoparticulele transportoare au fost dezvoltate ca o solutie pentru a depasii
problemele de transport — nanocristale de substante medicamentoase, nanoparticule
solide de lipide (SLN), transportoare lipidice nanostructurate (NLC), nanoparticule din
conjugate medicament-lipid (LDC) ©.

Transportorii (carausii), dupa cum a aratat Muller si col. (cit.de Herbert Ernest Si
Shetty Rahul), sunt adecvati pentru a rezolva problemele de livrare a medicamentelor

cu solubilitate diferita ©.
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Quantum Dot (punctul cuantic) cu nanoparticule de o culoare specifica, poate oferii
o verificare ieftina si usoara, a unei probe de sange, pentru prezenta in acelas timp a
diferte virusuri. In ceea ce priveste cercetarea, capacitatea de a eticheta mai multe
biomolecule, atat in exteriorul cat si Tn interiorul celulei, ar putea permite cercetatorilor
sa vada schimbatri celulare complexe Si evenimente asociate cu boala, furnizand indicii
valoroase pentru dezvoltarea viitoarelor produse farmaceutice si terapeutice ®.

Prima nanosita artificiala cu porti voltaice a fost fabricatd de Charles R. Martin Si
col. la Colorado State University fn 1995 3.

Membrana lui Martin contine o matrice din nanotubi cilindrici de aur cu diametrul
de 1,6 nm. Cand tubii sunt incarcati pozitiv, sunt exclusi ionii pozitivi si pot trece cei
negativi, iar cdand membrana primeste voltaj negativ, pot trece doar cei pozitivi.

Pentru a obtine un nanodispozitiv similar, dar cu specificitate moleculara
semnificativa, ar putea combina portile voltaice cu dimensiunile si forma porilor pentru
a obtine control asupra ionilor transportati .

Domeniul multidisciplinar al aplicatiilor nanotehnologice pentru descoperirea de noi
molecule si manipularea celor disponibile in mod natural, ar putea fi orbitoare n
potentialul sau de a imbunatatii ingrijirea sanatatii. Pe viitor, ne putem imagina o lume
n care nanodispozitivele medicale sunt implantate Tn mod curent sau chiar injecta n
circulatia sanguina pentru a monitoriza sanatatea si a participa automat in repararea
sistemelor care au deviat de la functionarea normala.

Avansarea continua in domeniul nanobiotehnologiei biomedicale este stabilirea Si
colaborarea grupurilor de cercetare din domeniile complementare.

Asemenea colaborari trebuie mentinute nu doar la nivelul domeniilor de
specialitatea ci si la nivel international. Ar trebui mentionat faptul ca nanotehnologia
insasi nu este o disciplina unica in curs de dezvoltare ci mai degraba un punct de
intalnire a stiintelor traditionale cum ar fi chimia, fizica, biologia pentru a aduce
Tmpreuna cunostinte colective si expertiza necesara dezvoltarii acestei noi tehnologii.

in tabelul 2 se regésesc cateva domenii de aplicare ale nanotehnologiei .

Abilitatea de a structura materiale si dispozitive la nivel molecular aduce beneficii
imediate si va revolutiona cercetarea si practica medicala. S-au inceput experimente

teoretice si practice asupra biocompatibilititii nanomaterialelor si nanodispozitivelor .
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Tabelul 3 ofera o privire de ansamblu asupra acestui domeniu cu expansiune

rapida @,

Tabelul 2

Aplicabilitatea nanotehnologiei (dupa: Ernest H, Shetty R., 2005)(3)

Nanomateriale brute Simulare si diagnostic celular | | Cercetare biologica

Tnvelisul nanoparticulelor
Materiale nanocristaline

. Manipulare ADN, .
Materiale nanostructurate secventializare, diagnostic Transportul medicamentelor |

Peptide ciclice

Dendrimere

Agenti detoxifianti

Fulerene

Transportori de medicamente
Nanoparticule pt. Scanare MRI
Nano-coduri de bare
Nano-emulsii

Nano-fibre

Nano-particule

Nanoshell

Nano-tubi de carbon

Nano-tubi noncarbon

"puncte cuantice” (quantum dots)

Locuri artificiale de fixare
Anticorpi artificiali
Enzime artificiale

Receptori artificiali

Polimeri imprimati molecular

Adezivi de suprafata artificiali

Suprafete biocompatibile

Suprimarea biofilmului
Suprafete prelucrate

Suprafete model

Tnvelis filmat

Chip-uri celulare
Simulatoare celulare

Testari genetice
Micro-matrice ADN
Secventiere ADN ultra-rapida

Manipulare si control ADN

Instrumente si diagnosticare || Medicina moleculara ]

Sisteme de detectare bacteriana
Bio-chip-uri

Imagistica biomoleculara
Biosenzori Si biodetectare
Aplicatii de diagnostic si aparare
Roboti de endoscopie si
microscopie

Senzori bazati pe fulerene

Imagistica

Laborator pe un chip
Monitorizare

Nanosenzori

Micro-matricea proteinelor

Scanare microscopica prin sondare

Controlul suprafetelor Dispozitive intracelulare B celule si lipozomi artificiali

Analize (teste) intracelulare
Biocomputere intracelulare
Senzori/reporteri intracelulari
Implante in celule

BioMEMS (micro- I . o
: Hibrizi bazati pe virusi
electromechanical systems ’ ’

Materiale Si instrumente
implantabile

BioMEMS, chip-uri, Si electrozi
implantati

Protetica bazata pe MEMS
/nanomateriale

Ajutoare senzoriale (retina
artificiald)

Micromatrice

Nanopori Senzori bazati pe micro-structuri

Imunoizolare

Site si canale moleculare
Membrane nanofiltrante
Nanopori

Separare

Microfluide
Micro-ace
MEMS medical

Instrumente chirurgicale MEMS

Nanobiologie
Nanostiita in stiintele vietii

Descoperirea de medicamente
Biofarmaceutice
Incapsularea de medicamente

Medicamente "inteligente”

Terapie genetica
Farmacogenomice

Enzime artificiale si controlul lof ]|

Manipularea si controlul
enzimelor

Nanoterapeutice ]

Nanoparticule antibacteriene Si
antivirale

Farmaceutice bazate pe fulerene
Terapie fotodinamica

Radiofarmaceutice

Biologie sintetica si hano-

dispozitive primitive
Tecto-dendrimere

Nanoplatforme dinamice "nanozomi”

Micelii polimerice

Biotehnologie si bioroboticd | |

Terapie virala biologica

Celule stem si clonarea
Ingineria tesuturilor
Organe artificiale
Nanobiotehnologia

Biorobotica si bioboti

Nanorobotica ]

Nanorobati si dispozitive ADN
Nanoroboti bazati pe diamante

Dispozitive de reparare a celulei
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Nano-aplicatii

Biodetectarea patogenilor

Detectarea proteinelor

Cercetarea structurii ADN-ului

Ingineria tesuturilor

Distrugerea prin caldura a tumorilor (hipertermia)
Studii fagocinetice

Intensificarea contrastului MRI

Separarea si purificarea biomoleculelor si
celulelor

Markeri biologici fluorescenti
Transportul de medicamentente si gene

Celule artificiale
Constructia de proteine pentru transportul eficient
de electroni, sau cu proprietati mecanice

Biosenzori
Nanobiomotori
Biomineralizare
Nanorobotica
Nanocomputere

21

Tabelul 3



Scoala Doctorald Medicina Veterinara - FMV Timisoara Nov. 2013

Prof. Dr. Romeo T. Cristina Curs Mijloace nano-terapeutice in medicina - I ntroducere

1.3. Aplicatii principale ale nanotehnologiei in biomedicina
1.3.1. Terapia in cancer

Dimensiunile mici ale nanoparticulelor Ti inzestreaza cu proprietati care pot fi foarte
folositoare Tn oncologie, mai ales in imagistica.

Punctele quantice (nanoparticule cu proprietati de confinare cuantica, ca de
exemplu emisia luminoasa ajustabila dupa dimensiune), utilizate n legatura cu MRI-ul,
pot produce imaginici exceptionale ale localizarii tumorale.

Aceste nanoparticule sunt mult mai luminoase decét colorantii organici si necesita
doar o sursa luminoasa pentru excitare. Acest lucru inseamna ca particulele cuantice
fluorescente pot produce o imagine de contrast mai buna.

O alta proprietate a acestora este suprafata mare raportata la volum, care permite
atasarea multor grupari functionale la nanoparticule, care apoi cauta si se conecteaza la
anumite celule tumorale.

Dimensiunea mica a nanoparticulelor (10 la 100nm) le permite acumularea
preferentiala la localizarea tumorala (pentru ca tumorile nu au un sistem limfatic efectiv)
(12).

Terapia anticancerosa fotodinamica se bazeaza pe distructia celulelor canceroase
cu ajutorul oxigenului atomic generat de laser, care este citotoxic.

Celula cancerosa preia o cantitate mai mare, fata de celulele sanatoase, din
colorantul special care se foloseste pentru obtinerea oxigenului atomic, deci doar
celulele canceroase vor fi distruse (figura 4).

Din nefericire moleculele de colorant ramase migreaza in piele si ochi si produc
reactii de sensibilizare la expunerea solara, timp de aproape 6 saptamani.

Pentru evitarea acestui efect secundar, varianta hidrofobica a acestui colorant este
inchisa intr-o nanoparticula poroasa.

Colorantul ramane n nanoparticuld, nu se imprastie in tot organismul, dar nici nu

isi pierde capacitatea de a produce oxigen atomic, care va fi eliberta prin pori de 1 nm
®)
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Molecular imaging & therapy

Figura 4. Utilizarea nanoparticulelor in terapia Si diagnosticul imagistic al cancerului %

Halas si West de la Rice University din Houston, au dezvoltat un sistem de
transportare a substantelor medicamentoase numit nanoshell — nanosfere din metal
dielectric (siliciu acoperit cu aur).

Aceste nanosfere fincorporate n polimeri hidrogel care contin substante
medicamentoase anti-tumorale, sunt injectate in organism Si se acumuleaza langa
celulele tumorale (figura 5).

Cand sunt incalzite cu un laser infrarosu, nanosferele (putin mai mari decét virusul
poliomielitei) absorb selectiv o frecventd specifica de infrarosii, topesc polimerul si

elibereaza substanta activa intr-un loc specific 2.

NIR Laser Light

Gold Nanoshell

-3i----- Silica Nanorattle Spheres

1" Drug

PEG Layer on GSN

Figura 5. Nanosfere de aur
(Sursa: http://english.cas.cn/Ne/CASE/201101/t20110121 64693.shtml
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Dendrimerele sunt molecule sintetice de forma stelata cu diametrul de 5-20
nanometri, formate din structuri ramificate (figura 6).

Baker si Tomalia (cit. de Freitas R.A., 2004.,) sintetizeaza nanodispozitive
multicomponente numite tectodendirmere. Au in mijloc un dendrimer de care se
ataseaza alte tipuri de module dendrimerice, fiecare tip fiind proiectat pentru a indeplinii
functii necesare pentru a forma un nanodispozotiv terapeutic inteligent.

Un numar mare de combinati se pot realiza pentru a fabrica (produce)
nanodispozitivul dintr-o librarie” de componente dendrimerice, care Tindeplinesc
urmatoarele functii: recunoasterea celulelor bolnave, diagnosticul bolilor, transportul de
substante medicamentoase, determinarea locatiei si determinarea rezultatului terapiei.

De exemplu, odata ce dendrimerele raportoare de apoptoza, intensificatoare de
contrast si eliberatoarele de chemoterapeutice sunt atasate la dendrimerul central,
exista posibilitatea de a produce cantitati mari din acest tectodendrimer.

Acest schelet poate fi modificat pentru a fi utilizat Tmpotriva unui tip anume de
cancer prin substituirea dendrimerelor pentru recunoastere tumorala, crednd un
nanodispozitiv ,personalizat” pentru a distruge doar un anumit tip de cancer, evitand

celulele sanatoase.

kK £
a A "

Figura 6. Exemple de dendrimere de la generatia O la 4
(Sursa: http://www.chemheritage.org/discover/online-resources/chemistry-in
history/themes/microelectronics-and-nanotechnology/tomalia.aspx)

La nanodispozitive sintetizate utilizand generatia 5 de dendrimere din
poliamidoamida cu centrul din etilendiamina, cu acid folic, fluoresceina si metotrexat
atasat covalent la suprafata, acestia tintesc celula tumorala, ajutd in imagistica si au
capacitatea de a livra intracelular substanta medicamentoasa (livrarea ftintita a

Tmbunatatit raspunsul citotoxic al celulelor la metotrexat de 100 de ori fata de cel liber).

24



Scoala Doctorala Medicina Veterinara — FMV Timisoara Nov. 2013
Prof. Dr. Romeo T. Cristina Curs Mijloace nano-terapeutice in medicina - I ntroducere

Cateva tipuri de celule canceroase au fost asociate cu cel putin o proteina unica
pe care dendrimerele de localizare ar putea sa le foloseasca pentru identificarea
celulelor canceroase, si datorita progresiei genomice este foarte probabil sa se
identifice proteine unice pentru fiecare tip de tumora.

Acelasi tip de recunostere a proteineloar de suprafata ar putea fi utilizat impotriva
celulelor infectate cu virusuri sau paraziti 2.

Hipertermia produsa de fluide magnetice, bazat pe faptul ca particulele magnetice
biocompatibile produc caldura prin diverse tipuri de pierdere energetica in timpul
aplicarii unui camp magnetic AC.

Este o metoda promisatoare in terapia cancerului, datorita faptului ca tesuturile se
incalzesc la 42-46°C, ceea ce reduce, in general, viabilitatea celulelor canceroase si le
creste sensibilitatea la chemoterapice si radiatii.

Spre deosebire de chemoterapie si radiatii, hipertermia are mai putine efecte
secundare.

Pentru tratamentul prin hipertermie au fost utilizate diferite tipuri de nanoparticule
biocompatibile magnetice, cum ar fluidele magnetice stabilizate cu dextran, alte tipuri de
fluide magnetice biocompatibile, nanoparticule modificate cu aminosilan,

magnetolipozomi cationici sau magnetolipozomi cu afinitate 9.

Agenti de contrast
Particulele superparamagnetice sunt utilizate ca agenti de contrast in rezonanta
magnetica (MRI) (figura 7).

Agentii de contrast particulati includ particule:
foarte mici (UPSIO = ultrasmall super-paramagnetic iron oxides) cu diametrul
ntre 10 si 40nm;
particule mici (SPSIO = small super-paramagnetic iron oxides) diametrul intre
60-150 nm;

particule mari (sau orale) cu diametrul intre 300nm-3,5um.

Agentii de contrast pe baza de oxizi de fier care se gasesc in comert sunt
stabilizati de obicei cu dextran, carboximetil dextran, carboxidextran sau copolimer de

steren divinil benzen ©.
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Mouse Brains

Optical

MRI

Nanoparticle Treated Untreated

Figura 7. Creierul la soarece utilizand ca agenti de contrast, nanoparticule (stanga) si tehnici
conventionale (dreapta)
(Sursa: http://www.futurity.org/health-medicine/nano-painting-lights-up-brain-tumors/)

Noile abordari din imagistica utilizeaza reporteri bioluminiscenti si fluorescenti
codati genetic (etichete de identificare ilumanate sau luminiscente) oferind o
perspectiva revelatoare asupra organismului viu, cum nu s-a mai observat Tnainte.
Informatiile oferite de acesti reporteri pot fi utilizate pentru a spori cunostintele in
biologie si dezvoltarea abordarilor terapeutice pentru boli care includ cancerul, infectia,

bolile neurovegetative si cardiovasculare.

Exemple de sisteme:

SPECT/CT - sistem hibrid, captureaza / capteaza atat informatiile functionale in
procesele celulare si moleculare (crestere si activitate) cat si detalile anatomice
(dimensiune si forma) a unei structuri moleculare dorite, mai rapid, eficient si mai clar
decat dispozitivele imagistice standard. Imaginile obtinute prin aceste sisteme pot ajuta
la identificarea rapida a tumorilor, studierea unui tratament adecvat, livrarea unei terapii
tintite pentru a distruge celulele dorite si urmarire pentru evaluarea -eficacitatii
tratamentului.

-agenti de contrast pentru ultrasunete au fost fabricati din ,microbule” care

Tmprastie lumina si permit clinicianului sa vada care parte a muschiului cardiac

functioneaza slab.
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- NeutroSpec este un agent de radiodiagnosticare care eticheteaza celulele albe
din sange si precursorii mieloizi fara necesitatea Tndepartarii Si re-injectarii
sangelui Tn pacienti.
Noul produs este, de exemplu, pentru pacientii cu semne neclare de apendicita
care au varsta de peste 5 ani.
Faciliteaza deasemenea vizualizarea imaginilor generate prin camera gamma,
permitand medicilor sa determine usor si rapid sediul infectiei ©.
Caracteristicile nanoparticulelor din fluidele magnetice (opacitate si absorbtia
razelor X) permit utilizarea lor in examenele radiologice. Puterea de contrast a
nanoparticulelor, in cazul razelor X, este mai mare comparativ cu alte substante, ceea

ce rezulticresterea puterii de contrast cu pana la 50% ©19.

1.3.2. Aplicatii asupra ADN-ului

Secventierea ADN ultrarapida

Branton si col. de la Harvard University, folosesc un camp electric pentru a
conduce o varietate de polimeri ADN si ARN prin nanoporul central al unei B-hemolizine
care avea ca suport un strat bilipidic asemanator cu membrana celulara.

Branton a aratat ca nanoporul poate sa faca diferenta intre segmentele de
pirimidina si purina dealungul unei molecule de ARN, iar in 2000 a demonstrat
discriminarea dintre diverse lanturi de ADN cu aceasi lungime dar cu o compozitie
diferita. Cercetdrile curente sunt directionate spre fabricarea unor pori cu dimensiuni si
geometrie specificd de o mare precizie, care ar putea recunoaste fragmentul de ADN
dublu catenar, dar Si pe cel monocatenar, care trece prin pori; si investigarea
beneficiilor adaugarii unor conductori electrici la nanopori pentru a Tmbunatatii

rezultatele. Acesti nanopori ar putea permite citirea a 1000 de baze/secunda/ por ¢9.

Biomolecule radio-controlate

Jacobson a atasat antene minuscule pentru radiofrecventa pe nanocristle de aur,
cu marimea de 1,4 nm si sub 100 de atomi, care apoi au fost atasate ADN-ului.

Cand se emite o radiofrecventa de aproximativ 1 GHz catre antene, curentii
turbionari alternativi indusi Tn nanocristale produc fincalzire inductiva foarte bine

localizata, Tn 2 secunde producand separarea ADN-ului dublu catenar in doua catene
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separate intr-un prosec de dehibridizare reversibil, care lasa moleculele vecine
neatinse. Aplicarea pe termen lung ar prevede atasarea antenelor pe sisteme Vvii Si
controlul expresivitatii genelor printr-o comutare electrica de la distanta.

Nanocristalele de aur pot fi atasate deasemenea la proteine, deschizand astfel
posibilitatea controlarii electronice a unor procese biologice mai complexe cum ar fi

plierea proteinelor si activitatea enzimatica .

Tehnologia nano-ADN

Descoperirea PCR-ului (polymerase chain reaction) — reactie polimerazica in lant -
a deschis drumul spre o noua era de cercetari biologice.

Impactul se simte nu doar in aria biologiei moleculare, dar si in alte domenii
stiintifice asociate. Au fost dezvoltate noi clase de conjugate semisintetice ADN-
proteina, retele oligomerice formate din streptavidina si ADN dublu catenar, care se pot
transforma Tn nanocercuri supramoleculare bine definite.

Conjugatele ADN-streptavidina pot fi utilizate ca blocuri modulare de constructie
pentru productia unor noi reagenti imunologici pentru analiza ultrasensibila a urmelor de
proteine si a altor antigeni, prin mijloacele metodologiei imuno-PCR.

Imuno-PCR-ul este o combinatie a specificitatii unui test imuno bazat pe anticorpi
cu puterea exponentiala de amplificare a PCR-ului, prin urmare rezulta o crestere de
1000 de ori a gradului de sensibilitate comparativ cu metoda ELISA (enzyme linked
imunosorbent assay).

Conjugatele ADN-streptavidind, auto-asamblate, au fost utilizate Si 1in
nanotehnologie, conjugatele sunt utilizate ca sisteme model pentru retelele de
nanoparticule cu comutare ion dependenta; ca blocuri de constructie programate,
pentru constructia rationala a biomoleculelor cu arhitectura complexa, care pot fi
utilizate ca sabloane pentru dezvoltarea nanometrica a dispozitivelor anorganice.

Conjugatele covalente de ADN monocatenar si streptavidina sunt utilizate ca
adaptori biomoleculari pentru imobilizarea macromoleculelor biotinilate la substrat solid
prin hibiridizarea acidului nucleic. Aceasta imobilizare, ADN-dirijata, permite
functionarea selectiva si reversibila a substratelor solide cu metalele si nanoparticulele
semiconductoare, ori viceversa; permite functionalizarea ADN-dirijatd a nanoparticulelor

de aur cu proteinele, cum ar fi imunoglobulinele si enzimele. Fabricarea nano-
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structurilor biometalice functionale din nanoparticule de aur si anticorpi sunt utilizate ca

instrumente de diagnostic Tn bioanalitici .

Nanobiotehnologia Tn analiza cu randament crescut a polimorfismului
nucleotidelor unice.

Urmarind publicatii ale variatiilor hartii secventelor genomice, care contine peste 2
milioane de polimorfisme nucleice unice (SNPs), urmatoarea provocarea ar fi
dezvolatarea unei noi tehnologii care sa utilizeze aceasta informatie intr-o maniera cost
efectiva.

Metodele de genotipare trebuiesc Tmbunatatite pentru a creste randamentul
(productivitatea), pentru a permite cercetarilor farmaceutice, biotehnologice si
academice sa descopere legaturile dintre unele variante genomice si boala, cu potential
consecvent pentru dezvoltarea de noi diagnostice si terapii.

Noile abordari ale extractiei si amplificarii ADN-ului au scurtat mult timpul necesar
acestor procedee la cateva secunde.

Dispozitive microfluidice permit detectarea polimorfismului prin separarea rapida a
fragmentelor utilizand electroforeza capilara si cromatografie lichida, Tmpreuna cu
amestecarea si transportul reagentilor si biomoleculelor in sisteme integrate.

Obiectivele de baza n dezvoltarea sistemului de extractie si purificare care vor fi
compatibile cu genotiparea SNP cu randament crescut:

Eliberarea ADN-ului din celule in solutie fard accidentarea enzimatica sau
mecanica a acestuia

Indepartarea debriurilor celulare (proteiene) care ar putea Impiedica
amplificarea sau hibridizarea ADN-ului

Prepararea de probe de ADN economice Si cu radandament ridicat cu
protocoale simplificate, care reduc numarul procedeurilor implicate

Evitarea chimicalelor periculoase pe cat posibil pentru a minimiza costurile cu
manipularea Si neutralizarea lor

Consecventa atat in calitatea cat si in cantitatea randamentului ADN -ului dintre
probe astfel incat cuantificarea sa nu fie necesara iar amolificarea Si/sau

hibiridizarea ulterioara sa fie de un grad inalt de reproductibilitate.
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Pentru a putea stabilii asociatii semnificative intre gene si boli ar trebui determinat

un genotip de ordinul 10” pe zi ©.

1.3.3. Separarea magnetica

Separarea magnetica este o metoda foarte simpla, rapida, eficienta si delicata
pentru izolarea rapida a moleculelor dorite, organitelor celulare si celulelor din
amestecuri biologice complexe si probe crude brute cum ar fi sdngele, maduva osoasa,
omogenatele tisulare, urina, fecale sau alte materiale biologice (figura 8).

Separarea magnetica in eprubete este tehnologia de preferinta cand e nevoie de o
productie ridicata de compusi puri si biologic activi si structuri biologice la scara mica

Separarea magnetica a fost folosita in principal pentru separarea imunomagnetica
(IMS) a celulelor eucariote (ex.celule canceroase, celule stem, sau limfocite T).

Progresul acestei proceduri a fost activat de catre dezvoltarea anticorpilor
monoclonali si caracterizarea imbunatatita a anigenilor specifici celular.

Este posibila separarea multor tipuri de celule specifice din populatii celulare mixte
din sdnge, maduva osoasa si alte surse fara pierderi celulare sau deteriorari.

Sunt disponibile mai multe dispozitive comerciale care permit separarea celulelor
dorite dintr-un volum mare de sange sau suspensii celulare.

Sistemul CliniMACS Mitenyi Biotec, Germania) agte hazat pe MACSTechnology care
utilizeaza MACSMicroBeads (particule superparamagnetice de nanodimensiuni,
aproximativ 50 nm diametru, compusi dintr-o matrice de fier dextran cupalt cu
anticorpi specifici) S 0 unitate de separare magentica.

CliniMacs permite separarea automata a celulelor la scara clinica intr-un mediu
inchis si steril.

Componentele cheie ale CliniMacs Plus Instrument sunt microcomputerul integrat,
unitatea de separare magnetica, pompa peristaltica si diferitele supape.

Sistemul Isolex 300 este un separator magentic de celule CD34 pozitive, ex
vivo, din sange periferal mobilizat, utilizand anticorpi monoclonali anti CD 34 si
microsfere superparamagnetice. Dispozitivul consta dintr-un instrument pentru
separarea Dynabeads din suspensia de celule mononucleare din sangele

periferic mobilizat.
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Figura 8. Separare magnetica(http://www.nordicdiagnostica.com/magnetic-beads/2284 )

Separarea imunomagnetica (IMS), a bacterilor patogene importante (Salmonella,
Legionella si E.coli verotoxigen) si a unor paraziti tip protozoare (Cryptosporidium,
Giardia), a fost utilizata cu succes in microbiologia alimentara, medicala si chiar si a
apei. Ca eticheta se folosesc atat particulele magnetice nanomtetrice cat si cele
micrometrice cau anticorpi specifici imobilizati.

IMS permite scurtarea timpului de detectie, un caracter important din punct de
vedere medical. Ca o alternativa la IMS s-au utilizat pentru scopuri similare particule
magnetice cu lectine imobilizate.

Particule magnetice cu anexina As (V) imobilizata au fost utilizate pentru
separarea simpla si eficienta a celulelor apoptotice din culturi celulare normale.

Aceastd procedurd este bazati pe faptul cd anexina V este o proteind Ca®'
dependenta care leaga fosfolipidele, cu afinitate mare pentru fosfatidilserina (PS), care
este redistribuita din interiorul membranei palsmatice spre exterior in cazul celulelor

apoptotice sau moarte.
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Odata ce se gaseste pe suprafata celulara, PS este accesibila pentru legarea la
(1,4,10)

anexina V si cu oricare dintre conjugatii ei

Magnetofectia

Localizarea magnetica a acizilor nucleici legati la particule magnetice in celulele
receptoare este baza ,magnetofectiei” care este o metoda simpla si foarte eficienta de
transfectie (figura 9).

Nanoparticulele magnetice de oxid de fier sunt de obicei Tnvelite cu molecule
cationice specifice care se pot asocia cu vectori de gena (ADN, ARN antisens, ODN-
oligo-deoxinucleotida, virusuri). Apoi celulele magnetice sunt concentrate pe celulele
target prin influenta unui cdmp magnetic extern generat de magneti.

Asimilarea celulara a materialului genetic este realizat prin endocitoza Si
pinocitoza, doua procese biologice naturale. Prin urmare arhitectura si structura
membranara raman intacte, fata de alte metode de tranfectie fizice, care deterioreaza
membrana celulara.

Acizii nucleici sunt eliberati in citoplasma prin diferite mecanisme in functie de
formularea folosita. Cuplarea nanoparticulelor magnetice cu vectorii de gene de orice fel
rezultd intr-o crestere dramatica a asmilarii acestor vectori si prin urmare rezulta o nalta
eficientd de tranfectie. Celulele transfectate pot fi separate de cele netransfectate

utilizand tehnici de separare magnetica adecvate ©.

o
2 W ™ |
& X X
X ”c' = 'o
w2 O Nucleus

Figura 9. Magnetofeciia
Nanoparticulele cu ADN si ARN antisens sunt incubate Tmpreuna cu celulele, un camp magnetic este asezat sub
suprafata placii in care se afld culturile celulare ceea ce apropie nanoparticulele de celule (i) Si le atrage dintr-o parte
n alta a celulei (ii) favorizand mecanic endocitoza (jiii). Odata ce complexul particul&/ADN a fost endocitat se produce
ruperea endozomului (iv) si eliberarea ADN-ului (v), care apoi transcrie proteina fintita (vi)
Sursa: http://www.nano-reviews.net/index.php/nano/rt/printerFriendly/5167/5775
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1.4. Manipularea celulelor si biomoleculelor

Nanoparticulele magnetizate si-au gasit multe aplicatii, incluzand separarea si
cercetarea celulara. Majoritatea particulelor magnetice sunt sferoidale, ceea ce a limitat
in oarecare masura posibilitatile de a le face multifunctionale.

Ar putea fi fabricate nanoparticule cilindrice prin electro-depozitia metalelor intr-un
model nanoporos de oxid de aluminiu (lII).

in functie de model, raza cilindrului ar putea fi de la 5-500 nm cu lungimea pana la
60 um, diferiti liganizi pot fi atasati la diferite segmente; exemplu porfirine atasate cu
linkeri de tiol sau carboxil au fost atasati simultan de segmente de aur, respectiv nichel.

Este posibila crearea de nanofire cu parti fluorescente izolate spatial.

S-a aratat ca exista posibilitatea ca un nanofir sa se autoasambleze intr-o
suspensie, prin control magnetic extern, acest lucru ar putea permite o asamblare

celulara controlat, de diferite forme ©.

1.4.1. Terapia prin inlocuire cromozomiala

Nanorobatii ar putea intervenii la nivel celular, efectuand citochirurgie in vivo.

Cea mai probabila localizare a unei functii patologice intr-o celula este nucelul, mai
specific cromozomul. Tntr-o pricedurd citochirurgicald, inlocuirea cromozomiald, un
nanorobot, controlot din exterior, ar putea extrage cromozomii, specifici unei anumite
boli, si sa ii inlocuiasca cu alti cromozomi produsi dupa tiparul original al individului,
specifici celulei ,operate”, dar fara gena defecta. Astfel genele defecte mostenite pot fi

nlocuite, astfel putandu-se trata bolile genetice .

1.4.2. Detectarea de proteine

Proteinele sunt importante in limbajul, structura si functionarea celulara, si
intelegerea modului de functionare a acestora este extrem de importanta pentru
progresele viitoare.

Nanoparticulele de aur sunt larg utilizate Tnh imunohistochimie, pentru identificarea

interactiunilor proteina-proteina. Totusi capacitatile acestei tehnici sunt limitate.
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Spectroscopia difuza Raman este o tehnica bine pusa la punct pentru detectarea
si identificarea moleculelor individuale de colorant.

Prin combinarea celor doua metode pe o singura nanoparticulda se pot imbunatatii
drastic capacitatile de multiplexare in examinarea proteinelor.

Prof. Mirkin a proiectat o ,sonda” multifunctionala care este construita in jurul unei
nanoparticule de 13 nm. Nanoparticula este invelita in oligonucleotide hidrofilice care
contin colorant Raman la un capat si sunt terminate cu un element de recunoastere
(biotina). Aceastd molecula este catalitic activa si va fi invelitd in solutie de argint si
hidrochinona.

Solutia de argint si hidrochinona reactioneaza cu substratul, si se produce legarea
sondei la molecule si o placare cu argint aproape de colorantul Raman, care permite
detectarea la un microscop Raman standard.

In afara de faptul ci aceastd sonda este capabild si recunoascd molecule mici, ea
poate fi modificata sa contind anticorpi la suprafata pentru recunoasterea proteinelor.

Sonda nu prezintd reactivitate incrucisata in determinarea proteinelor si a

moleculelor de dimensiuni mici ©.

1.5. Nanofiltre cu bariera (eng. gated nanosieves)

Debitul substantelor prin nanopori poate fi controlat Si extern. Prima sita nano cu
porti voltaj dependente a fost fabricatd de Nishizawa si col. in anul 1995 la Colorado
State University, avea o matrice de nanotubi din aur cu diametrul intern de 1,6 nm.

Cand nanotubii sunt Tncarcati pozitiv, se permite doar transportul ionilor negativi,
cei pozitivi fiind exclusi; cu un voltaj negativ vor fi transportati doar ionii pozitivi.

Nanodispozitive similare combina acum portile voltaj dependente cu dimensiunea
porilor, forma si tipul de incarcare pentru a obtine un control precis al ionilor transportati
cu semnificatica specificitate moleculara (figura 10).

Eforturile recente ale lui Martin si Kohli au fost directionate spre imobilizarea unor
molecule biochimice, agenti de recunoastere, cum ar fi enzime, anticorpi, alte proteine
si ADN, inauntrul nanotubilor pentru fabricarea unor nanosenzori biologic activi, pentru

separarea substantelor active sau pentru biocataliza selectiva .
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Figura 10. Nanofiltru (http://www.nanowerk.com/spotlight/spotid=26485.php)

1.5.1. Imunoizolarea unor celule fata de organism

Nov. 2013
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Unul din cele mai simple nanomateriale este reprezentat de o suprafata cu gauri,

a Nanoporous membrane

i c
b ‘ Oxygen and nutrition 1.Chamber 2. Nanoporous release gate
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Figurall. Diagrama unor membrane biodegradabile nanoporoase;
a-dispozitiv integrat; b- microcapsule; c- capsule PCL cu porti nanoporoase
(Sursa: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961208005115)
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nanopori. In 1997 Desai Si col. au creat ceea ce s-ar putea considera unul din primele
dispozitive terapeutice nanomedicale, utilizand microprelucrarea in "vrac”, pentru a
fabrica "camere” minuscule n interiorul unor casete din silicon cristalin, in care se pot
aseza celule. Camerele interfereaza (comunica) cu mediul biologic Tnconjurator printr-o

membrana filtranta din silicon policristalin, cu nanopori simetrici de aproximativ 20nm.
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Acesti pori sunt destul de mari pentru a permite trecere moleculelor mici ca

oxigenul, glucoza si insulina, dar sunt destul de mici pentru a Tmpiedica pasarea

moleculelor mai mari din sistemul imun ca imunoglobulinele si particule virale.

Tn spatele acestei barieri artificiale, celulele pancreatice, de sobolan, incapsulate si
imunoizolate primesc nutrienti si raman sanatoase timp de mai multe saptamani,
secreta insulina prin pori, in timp ce raman ascunse fata de sistemul imun, care in mod
normal le-ar ataca Si ar respinge celulele straine.

Microcapsule cu celule insulare pancreatice de porc ar putea fi implantate
subcutan la pacientii bolnavi de diabet, restaurdnd temporal feedback-ul glucozei in
oraganism, in timp ce se evita folosirea unor imunosupresante puternice, care ar putea
duce la riscuri crescute de infectii. Furnizarea unor celule encapsulate organismului ar
putea fi de valoare n tratarea altor boli cu insuficienta hormonala sau enzimala.

Pe viitor se i-a in considerare folosirea unor neuroni incapsulati care ar putea fi
implantati in creier si apoi stimulati electric pentru eliberare de neurotransmitatori, i
folosirea acestora in tratamentul bolii Alzheimer sau Parkinson.

Desai a activat in studierea imunoizolarii, transportului de medicamente si senzori

pe baza de celule @.

1.6. Nano-farmaceutice bazate pe fulerene

Derivate solubile ale fulerenelor cum ar Ceo (un aranjament din 60 atomi de carbon
pe molecula de forma unei mingi de fotbal) prezintd mari promisiuni ca agenti

farmaceutici.

Figura 12. Fulerena Cgo(H,0)go (http://www.Isbu.ac.uk/water/buckmin.html)
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Acesti compusi, care sunt deja tema unor studii clinice, au o biocompatibilitate
buna si toxicitate relativ scazuta chiar si la doze relativ mari.
Fulerenele pot fi utilizate ca si compusi antivirali (mai ales impotriva HIV), agenti
antibacterieni (E. coli, Streptococcus spp., Mycobacterium tuberculosis), agenti
terapeutici fotodinamici antitumorali Si anticancer, ca agenti antioxidanti si antiapoptotici

in terapia sclerozei laterale amiotrofice si bolii Parkinson 2.

1.7. Actiunea asupra trombilor vasculari
1.7.1. Sonolysis — microbule cu gaz pentru aplicatii terapeutice.

Pentru dizolavarea trombilor vasculari, microbulele sunt administrate intravenos
sau injectate local ntr-o structura vasculara specifica, cum ar fi o grefa vasculara.
Ultrasunetul va fi aplicat extern (sau printr-un cateter intern) deasupra zonei cu
coagulului pentru a asigura actiune tintita localizata.

Microbulele perfuzeaza coagulul, si actioneaza ca dispozitive micromecanice;prin
ultrasunete se sparg bulele din campul de actiune, ceea ce duce la dezintegrarea
coagulului.

Nanochirurgia "sonolysis” (sonolizare) reprezinta o terapie nanoinvaziva localizata
pentru tratamentul trombozei vasculare (figura 13).

Comparat cu terapiile alternative pentru tromboza, sonoliza are meritul de a fi mai
putin invaziva decat trombectomia mecanica si mai rapida decat terapia

medicamentoasi conventional&, cu mai putin risc de sangerare ©.

Figura 13. Tehnica Sonolysis
(http://rehabilitacionymedicinafisica.files.wordpress.com/2009/02/sonolysis2.jpg)
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1.8. Ingineria tesuturilor

Suprafata osoasa nu este neteda, ea prezinta denivelari (rugozitati) care pot
ajunge pana la 100 nm dimensiune. Daca suprafata implantului osos artificial ar fi
neteda, organismul I-ar respinge, ar exista posibilitea ca implantul sa fie acoperit de un
strat de tesut fibros, lucru care reduce contactul dintre implant si os, care duce la
slabirea implantului si produce inflamatie. A fost demonstrat ca prin crearea unor
rugozitati de dimensiuni nanometrice, pe protezele de sold, genunchi, se poate reduce
rata respingerii si se stimuleaza productia de osteoblaste.

Osteoblastele sunt celule responsabile de cresterea matrixei osoase. Efectul a fost
demonstrat cu materiale polimerice, ceramice dar mai recent Si pe metal.

Mai mult de 90% dintr-o suspensie de celule osoase au aderat la nanostructurile
de pe suprafata metalica. In final aceste constatéri vor ajunge la proiectarea unor
proteze mai durabile (rezistente), si reduc sansele ca implantul sa slabeasca.

S-a aratat ca utilizand abordarea biomimetica, cresterea inceata a unui film
nanostructurat de apatita din lichidele corporale stimulate, a rezultat formarea unui strat
nanoporos puternic aderent.

Startul a fost construit din 60 nm de cristale, Si poseda o structura nanoporoasa

stabila si bioactivitate ©*9.

1.8.1. Aplicatiile nanotehnologiei in ingineria tesuturilor

Prin ingineria tesuturilor se refera la dezvoltare de noi tesuturi in vitro, care mai
apoi vor fi plasati chirurgical in corp, sau stimularea refacerii in situ utilizand implante
bioartificiale din celule vii, introduse aproape de locul afectat .

Un aspect crucial in transplantul celular este urmarirea Si monitorizarea grefelor
celulare n beneficiarul transplatului.

Pentru a verifica celulele in vivo au fost utilizate nanoparticule superparamagnetice
de oxid de fier pentru etichetare celulara, permitand vizualizarea ulterioara in vivo pe
MRI. MRI-ul este o metoda neinvaziva care se poate utiliza nu doar pentru a se
confirma ca celulele s-au grefat, dar poate monitoriza si timpul scurs in migratia celulara

si supravietuirea acestora in sesutul dorit.
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Aceste informatii ajuta la optimizarea procesului de transplant in ceea ce priveste
numarul de celule necesare, metoda, sau locul administrarii celulelor si fereastra
terapeutica eficienta Tn ceea ce priveste timpul scurs din momentul lezionarii Si
eficacitatea transplantului .

Se foloseste materie (material) de la acelasi individ, pacient (autolog), sau de la
alti indivizi (alogenic), sau chiar de la alte specii de mamifere (xenogenic).

S-a luat in vedere, prin implicarea microelectronicii sau nanotehnologiei, crearea
de tesuturi sau organe bioartificiale care pot lua locul unui organ care este bolnav
terminal (ochi, ureche, inima sau articulatie).

Dispozitivele prostetice implantabile si nanoschelele pentru dezvoltarea
(cresterea) noilor organe sunt noile scopuri (tinte) ale cercetatorilot in nanotehnologie.

Un avans rezonabil s-a facut in nanoingineriea hidroxiapatitei pentru Tnlocuirea
osoasa. Pe viitor, ne putem imagina o lume unde nanodispozitevele sunt implantate in
mod curent sau chiar injectate in circulatia sanguina pentru a monitoriza starea de
sanatate Si a participa automat la repararea sistemelor care au deviat de la normal.

Acesti nanoroboti ar putea fi personalizati prin adaptarea lor la genotipul su

fenotipul pacientului pentru a optimiza interventia in stadiile initiale ale bolii exprimate @
9)

1.8.2. ,,Cresterea” de noi organe

Construirea de celule la scara nanometrica poate fi realizabila prin replicarea lor
programata. Semnalele sunt transmise, Tnainte si fnapoi cu instructiile, pentru
dimensiunea si forma dorita, la locul constructie.

Cand instructiunile complete sunt terminate, organele pot fi "crescute” conform
conditiilor specificate. Pentru a fi compatibile cu statutul imunologic al individului aceste
organe ar putea avea codat ADN-ul necesar.

Acest lucru ar putea spori (usura) integrarea structurilor artificiale cu tesuturile vii,
Tmprumutand interfata adecvata sistemelor biologice, avand avantajul absentei reactiei
imune, fata de organele donor care se utilizeaza.

In anii urmatori asta ar putea reprezenta un salt major in managementul

tulburarilor prin insuficienta de organ ©.
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1.9. Determinarile biologice
1.9.1. Coduri optice multicolore pentru determinari biologice

Cresterea numarului de cercetari in genomica si proteomica genereaza un numar
crescut de secvente de date si necesita dezvoltarea unei inalte tehnologii de screening.

Multe tehnologii de determinare ajung la saturatie cand numarul elementelor
ajunge la cateva milioane.

O abordare tridimensionala, bazata pe ,coduri de bare optice” din particule de
polimeri in solutie; este limitat doar prin numarul redus de ,tag”-uri (etichete) unice pe

care le poate produce si detecta.

Figura 14. Celule cancer mamar cu membrana celulara rosie datorita reactiei punctelor cuantice, si
nuclei colorati Tn albastru (http://www.nist.gov/mml/bmd/her2-021908.cfm)
Punctele cuantice (quantum dots) singulare au fost utilizate cu succes ca un
nlocuitor al colorantilor organici in diverse aplicatii de bio-tagging.
Aceasta idee a fost dusa mai departe prin combinarea a diferite puncte cuantice
de diverse marimi, care au diferite culori fluorescente, combinandu-le in microsfere
polimerice. Selectia nanoparticulelor utilizate in acest experiment are 6 culori diferite de

10 intensitati, si este de ajuns pentru a coda 1 milion de combinatii ©.
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1.9.2. Nanotehnologia Tn masurarea oxigenului dizolvat

Oxigenul este unul din metaboliti majori in sistemul aeorobic, iar masurarea
oxigenului dizolvat este de importantda majora in aplicatii din medicina, industrie si
mediu. Interesele recente in metode de masurare a concentratiei oxigenului dizolvat s-
au atintit mai ales asupra senzorilor optici, datoritd avantajelor pe care le au fata de

electrozii ampermetrici conventionali .

Nanosenzorii OptiCi PEBBLE (eng. probes encapsulated by biologically localized embedding) __ sonde
incapsulate prin Tncorporare biologic localizata — au fost proiectati pentru oxigenul
dizolvat utilizand silicati modificati organic (ormosil) ca matrice pentru nanoparticule.

Nanoparticulele de ormosil sunt formate dintr-o particula centrala cu
feniltrimetoxisilam ca precursor urmat de formarea stratului de Tinvelis cu
metiltrimetoxisilam ca precursor.

Structura foarte permeabilda si natura hidrofobica a nanoparticulelor de ormosil,
precum si diemnsiunea lor mica, rezulta un raspuns de fluorescenta la oxigenul dizolvat

si un raspuns liniar n toata seria de laconcentratia 0% pana la cea de 100 % oxigen .

1.9.3. Nanoparticule ca biomarkeri

Nanoparticulele pot fi utilizate atat pentru detectia cantitativa cat si calitativa a
celulelor tumorale in vitro. Sporesc procesul de detectare prin concentrarea Si
protejarea markerilor impotriva degradarii, Tn scopul de a face analiza mai senzitiva.

De exemplu nanosferele de polistiren fluorescent invelit in streptaviding,

Fluorospheres- fluorescenfa verde si TransFluorospheres - fluorescenta rosie,
au fost utilizate pentru detectarea receptorului factorului de crestere epidermala (EGFR)
pe celule A431 (celule de carcinom epidermoid uman) prin metoda citometriei de flux cu
o singura culoare. Rezultatele au aratat ca nanosferele fluorescente asigura o
sensibilitate de 25 ori ma mare decéat conjugatele streptavidina-fluoresceina.

In studierea biomarkerilor este dezvoltarea unora care detecteazi timpuriu, cu
succes si mai bine bolile curabile.

Agentii de contrast pot fi incarcati in nanoparticule pentru diagnosticul tumorilor.

Caracteristicile fizico-chimice ale nanoparticulei (dimensiunea, polarizarea suprafetei,
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invelisul suprafetei, stabilitatea) permit redirectionarea si concentrarea markerilor la
locul de interes. Particule coloidale etichetate pot fi utlizate ca agenti de
radiodiagnostic. Pe de alta parte, niste sisteme coloidale ne-etichetate sunt deja
utilizate sau testate ca agenti de contrast in metode de diagnostic CT si RMN.

Pe viitor, nanoparticulele cu afinitati specifice de legare ar putea fi resuspendate in
fluide corporale recoltate, sau poate chiar injectate direct in circulatia sanguina.

Nanoparticulele impreuna cu moleculele legate, ar putea fi capturate direct prin
filtre si studiate prin spectrometrie cu rezolutie inalta ® 9,

1.9.4. Detectorii de virus

Grupul lui Lieber a reusit detectarea electrica directa, cu selectivitate ridicata, a
particulelor virale. Au utilizat tranzistori cu cdmp pentru a masura modificarile minore de
conductantad caracteristice legarii si desfacerii pe matricea de nanofire modificatd cu
anticorpi virali. Matricile detecteaza virusuri atat din fluide corporale cat si din alte fluide.

Grupul a testat matrici cu receptori specifici pentru Virusul Influenzei tip A,
paramixovirusuri Si adenovirusuri, Si au constatat ca detectorii pot diferensia intre
aceste 3 virusuri, datorita faptului ca s-au utilizat receptori specifici pentru fiecare in
parte, si pentru ca fiecare virus se leaga pentru 0 anumita perioada de timp la receptor;

astfel sansele unui rezultat fals pozitiv sunt minime @,

1.10. Robotii biologici

,Biorobotii” bacterieni pot fi construiti de exemplu din aprox 300 de gene bine
pastrate (aproximativ 150000 baze) ceea ce constituie genomul minim pentru un
microtub functional. Utilizati in medicind, acesti microtubi, ar putea fi proiectati sa
produca selectiv vitamine, hormoni, enzime si citochine in organismul deficitar, sau sa
absoarba si sa metabolizeze selectiv in produsi finali, inofensivi, substante daunatoare,
otravuri, toxine sau detritusuri intracelulare nedigerabile.

Egea Biosences este proprietara unei tehnologii de scrierea a genelor Si
programarea proteinelor (GeneWriter and Protein Programming) cu o baza de date de
peste 1 milion de proteine programate, produce peste 200 de gene sintetice si proteine,
si a reusit sinteza celei mai mari gene sintetizate chimic (peste 16000 de baze).
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Cercetatorii de la Institute of Biological Energy Alternatives, indeparteaza
materialul genetic din microorganisme (Mycoplasma genitalium), sintetizeaza un lant de
material genetic asemanator cu cel natural si spera ca lantul artificial s& contind un
numar minim de gene de M. Genitalium pentru a sustine viata.

Cromozomul artificial va fi introdus in celula "golita” care va fi apoi testata pentru
abilitatea de a supravietuii si a se reproduce. Pentru a asigura siguranta, celula va fi
incapabila sa produca infectii, si va fi limitat si conceput in asa fel incat sa moara daca

ajunge Tn mediu .

1.10.1. Nanorobotii medicali de maine

Pe termen mai lung, poate in 10-20 de ani, sistemul de masini moleculare si
nanoroboti ar putea fi folosit de medici in lupta contra bolilor, in sénatate si imbatranire.
Materialele de constructie organice (proteinele) sunt foarte bune la autoasamblare,
dar cele mai performante dispozitive moleculare pot fi construite din materiale
,2diamantoide”, cea mai puternicd substanta, dar proiectul nanorobotilor din aceste

materiale ramane controversat ¢ 2.

Respirocitele

Un exemplu al unui nanorobot este celula rosie (eritrocitul) artificiala mecanica sau
srespirocitul”, un dispozitiv sferic de 1 um dimensiune, cu sistem de pompare activ prin
glucoza serica endogena, capabil sa transporte de 236 de ori mai mult O, decéat
eritrocitul natural. Nanorobotul este format din 18 miliarde de atomi aranjati cu precizie
si "umpluti” cu pana la 3 miliarde molecule de O; si CO,.

Mai tarziu gazele se elibereaza din dispozitiv prin pompe moleculare.

Respirocitele imita actiunea eritrocitului, senzorii de concentratie a gazelor aflate la
exteriorul fiecarui dispozitiv reactioneaza, astfel nanorobotul stie cand trebuie sa se
incarce cu O, si cand sa descarce CO; in plamani (figura 15).

Un nano computer Si numerosi senzori chimici si de presiune ajuta dispozitivul sa
functioneze corespunzator si sa poata fi ajustat din exterior. Injectarea a 5 ml, doza
terapeutica, de respirocite 50% in solutie salind, adica 5 trilioane de nanoroboti, in
circulatia sanguinda, ar dubla capacitatea de transport a oxigenului (studii efectuate la un

volum de aproximativ 5,4 | sédnge).
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Carbon Dioxide

Carbon Dioxide
Gas
Chamber

Figura 15. Schema prototipului unui respirocit (http://www.azonano.com/article.aspx?ArticlelD=3034)

Aplicatii ale respirocitelor: substituenti in transfuzii, tratament in anemie, disfunctii
pulmonare, perinatale si neonatale, terapie si diagnostic in cancer, prevenirea asfixiei,

respiratie artificiala 2.

Microbivorii

O celule alba (leucocit) mecanica de dimensiuni microscopice, care are ca fuctie
distrugerea patogenilor din circulatia sanguina, utilizand digestia Si eliminarea.

Prototipul are forma sferiodal turtitd, cu axul mare cu diametrul de 3,4 um, si axul
mica cu diametrul de 2,0 pm.

Microorganismul tintit se va lega la suprafata dispozitivului datorita locasurilor
speciale de legare specifice de specie, dupa care niste carlige telescopice stabilesc
ancorarea acestuia si introducerea lui in interiorul dispozitivului. Initial patogenul va fi
marintit intr-o camera de 2 um?®, apoi va fi tranferat intr-o altd inc&pere cu dimensiuni
similare unde va fi supus digestiei enzimatice, cu ajutorul a 40 de enzime sintetice.

in urma digestiei enzimatice vor rezulta produsi ca aminoacizi, mononucleotide,
glicerol, acizi grasi liberi si zaharuri simple. Aceste molecule inofensive, sunt eliminate

in torentul sanguin, tot procesul avand durata de 30 de secunde.
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Acesti nanoroboti pot fi de 80 de ori mai activi ca agenti fagocitanti decat
macrofagele, si ar avea o durata de viata mult mai lunga.
O doza de cétiva ml de microbivori ar elimina in totalitate o infectie septicemica in

cateva minute la cateva ore, dupa care microbivorii ar fi eliminati complet, din corp .

1.11. Viitorul nano-biotehnologiei

Majoritatea companiilor se axeaza pe dezvoltarea de aplicatii farmaceutice, cum ar
fi transportul de substante medicamentoase.

Mai multe companii exploateaza efectele dimensiunii cuantice a nanocristalelor
semiconductoare pentru etichetarea biomoleculelor, sau utilizarea nanoparticulelor de
aur bio-conjugate pentru etichetarea diferitelor componente celulare.

Alte companii aplica materiale nano-ceramice in ingineria tesuturilor si ortopedie.

Argintul coloidal este larg utilizat ca formulare antimicrobiala, reactivitatea mare a
oxidului de titan, poate fi utilizat ca atare sau dupa ce a fost iluminat cu raze UV ca
bactericid (tabelul si figurile 16 si 17).

Tabelul 4
Exemple de nanomateriale comercializate pentru aplicatii bio-medicale (dupa Salata O.V., 2004) ®
UERS ) g0 Ne[SRITIo IS 19 I Nanoparticule polimerice pentru transportul medicatiei antitumorale care
RalTelezTna T el Poate traversa bariera hemato encefalica
Reducerea dimensiunii particulelor la 50-100 nm

Nanoparticule micelare pentru incapsularea substantelor medicamentoase,
proteinelor, ADN-ului

RIEICH UG-8 Materiale ceramice nanoporoase pentru filtrarea endotoxinelor, separarea
ADN-ului si a proteinelor.

\ E e WoXelg il Nanoparticulele de hidroxiapatita par sa imbunatateasca suprafata dintelui
| Dezinfectante de suprafatd NEWEUIST

‘ Puncte cuantice semiconductoare cu grupari amino sau carboxil la suprafata,
emit intre 350-2500 nm (lungime de unda)
‘ Miez magnetic inconjurat de un strat polimeric cu anticorpi pentru capturarea
tipuri de celule JEUICIIE

D TEY NIl Oxitul de titan distruge patogenii din aer.
‘ Nanoparticule de aur bio-conjugate pentru TEM sau misroscopie
o\ fez szl V4B fluorescenta.
‘ Coduri de bare de ADN atasate la nanosinde pentru identificare, PCR-ul este
utilizat pentru amplificarea semnalului
‘ Nanoparticule transparente pentru absorbtia razelor UV, si transformarea in
caldura

\ LI i[ele-18 Argintul in form& de nanocristale foarte activ asupra patogenilor

[eIAIER GO Implante ortopedice si dentale, exploatarea propietdtilor materiale a
siliconului nanoporos
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Figural6. Bandaje Acticoat (http://www.woundsource.com/product/acticoat-7)

Figura 17. Filtrul de aer Airocid
(Sursa: https://www.airocide.com/how-it-works)

in forma actuald, majoritatea nanoparticulelor comerciale, cu aplicatii n
medicina, duc catre transportul de substante medicamentoase.

In biostiintd, nanoparticulele inlocuiesc colorantii organici in aplicatii care
necesita fotostabilitate ridicata si deasemenea capacitati mari de multiplexare.

Sunt evolutii in directionarea si controlarea nanoparticulelor, cum ar fi
conducerea nanoparticulelor magnetice catre tumori, apoi ori elibereaza substanta
medicamentoasa ori doar produce hipertermie localizatd, distrugand tesuturile din jur.

Tendinta majora in dezvoltarile viitoare a nanomaterialelor este sa le faca
multifunctonale si controlabile la semanle exterioare sau de mediul local, astfel

transformandule in nanodispozitive ©.
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