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Introducere

Definitiile biomaterialelor si biocompatibilitatii s-au schimbat in raport cu cunostintele
dobéndite si cu cresterea performantei materialelor. Un biomaterial, in acceptiunea actuala, in sens
larg, este un material (viu sau neviu) destinat a fi pus in contact cu tesuturile vii si fluide biologice
pentru a diagnostica, trata, modifica forme sau a inlocui parti de tesut, organe sau a stimula unele
functii ale acestora [1, 2].

Definitia biocompatibilitatii s-a schimbat chiar mai mult, Tn raport cu materialul considerat.
Initial definitoare doar pentru materialele biologice inerte, a fost adaptatd materialelor biologic active
si in final materialelor functionalizate pentru regenerare de tesuturi, legare si distributie de
medicamente. Pot fi de asemenea considerate si materialele biodegradabile. Definitia general
acceptata pentru biocompatibilitate unui material vizeaza proprietatile acestuia care asigura o reactie
adversa minima n mediul biologic [2].

Sistemele vitroase sunt foarte des utilizate ca materiale reparatoare sau inlocuitoare de tesut
oseointegrarii acestora [3]. Datorita stabilitatii ridicate in organism, vitroceramicele aluminosilicatice
prezinta cateva aplicatii biomedicale [4-7-10].

Sticlele aluminosilicatice sunt extreme de stabile in organism si prin addugarea de oxid de
fier pot fi optimizate pentru incalzirea locala prin histereza, de interes in hipertermie. Hipertermia a
castigat recent un mare interes ca metoda de tratament al cancerului, in general ca adjuvant al altor
metode cum ar fi radioterapia si chimioterapia.

Aplicarea simultana a radioterapiei si hipertermiei creste considerabil efectele terapeutice ale
celor doua metode [11]. Hipertermia este un tratament termic prin care temperatura tesutului este
crescutd local pentru a distruge zona bolnava [12]. Ea se realizeaza prin generarea de temperaturi
pana la 45-47°C cu ajutorul particulelor magnetice, introduse local in apropierea tesutului
cancerigen, in prezenta unui camp magnetic exterior.

Cele mai importante rezultate obtinute studiind aceste sisteme se referd la corelatia structura-
proprietati si la efectele diferitilor agenti externi cum ar fi temperatura, radiatiile nucleare, agentii
chimici sau stresul mecanic asupra caracteristicilor lor fizico-chimice [3,8].

Dupa obtinere si inaintea utilizarii materialelor de implant, este necesara sterilizarea lor,
pentru a reduce riscul aparitiei unor infectii si a unor complicatii asociate [13, 14]. In ciuda
sterilizare nu este lipsita de efecte adverse, toate procedeele avand propriile lor avantaje si

dezavantaje [15-17]. O metoda efectiva de sterilizare trebuie sa garanteze nivelul necesar de garantie



a sterilitatii, cu un efect minim asupra proprietatilor fizice, chimice si biologice ale biomaterialului
[18, 19].

In tezd sunt descrise efectele radiatiei gama asupra compusilor aluminosilicatici de interes
biomedical, in ideea sterilizarii acestora prin aceast procedeu. O tehnica promitatoare care poate fi
utilizatd pentru a descrie si explica centrii paramagnetici radio - indusi este Rezonanta Paramagnetica
de Spin (EPR).

Particulele magnetice utilizate in aplicatii de hipertermie/radioterapie trebuie injectate fie
local la nivelul tumorii, fie intravenos si dirijate spre locul tumorii. Dupa injectarea acestor particule
in sistemul circulator, ele sunt rapid acoperite de componente ale plasmei sangvine, cum ar fi
proteinele. Pe de alta parte, particulele patrunse in organism sunt rapid recunoscute de catre sistemul
major de aparare al organismului, sistemul reticulo-endotelial (RES), drept corpi straini fiind astfel
rapid eliminate din organism [20]. Acest proces poarta denumirea de opsonizare. O solutie a acestel
probleme este de a incapsula particulele intr-un strat de proteind, evitdndu-Se astfel detectarea
acestora de catre RES si astfel asigurandu-se mentinerea indelungata a particulelor n organism [21].
Modificarea suprafetei in acest sens asigura biocompatibilitatea si stabilitatea particulelor in ceea ce
priveste procesul de opsonizare.

Este acceptat faptul ca modul de adsorbtie a proteinelor trebuie Tndeaproape controlat pentru a
se putea controla suprafata biomaterialului si astfel studiul interactiunii proteina-suprafata trebuie sa
fie de mare importanta in dezvoltarea biomaterialelor.

In aceastd lucrare sunt descrise caracteristicele de adsorbtie a albuminei serice bovice si a
fibrinogenului, doua componente plasmatice principale si proteinele relevante care adsorb la
suprafata biomaterialelor care intrd in contact cu sangele.

Albumina reprezintd proteina plasmatica predominanta, reprezentand 60-70% din plasma.
Este in general considerata ca avand un rol in “pasivarea” suprafetei, reducand raspunsul inflamator
acut la material [23]. Fibrinogenul reprezinta a treia componenta de baza a plasmei sangvine si este
adsorbita foarte repede pe biomaterialele implantate, fiind proteina relevanta care ia parte la
coagularea sangelui, faciliteaza adeziunea si agregarea trombocitelor, proprietati foarte importante n
procesele de homeostazie si tromboza [24].

Astfel, un alt obiectiv al studiilor efectuate in vitro a fost functionalizarea compusilor
aluminosilicatici cu scopul imbunatatirii biocompatibilitatii sistemelor. Adsorbtia proteinelor la
suprafata a fost investigatd cu ajutorul spectroscopiei fotoelectronice de raze X (XPS) si a
spectroscopiei n infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR).

Spectroscopia XPS este o tehnicd utild de analizd a suprafetei materialelor, oferind informatii

despre straturile periferice, de citiva nanometri de la suprafata, ale materialului functionalizat.



Spectroscopia in infrarosu este una dintre tehnicile cele mai utilizate pentru studierea structurii
secundare a proteinelor.

Lucrarea incepe cu prezenta introducere, se continua cu cinci capitole, fiecare dintre acestea
fiind urmat de referinte si se incheie cu concluzii.

Primul capitol introduce notiunile de biomaterial i biocompatibilitate, unitatile structurale de
baza ale retelei SiO; si principalele defecte ale acesteia. Trateaza de asemenea principalele tehnici de
sterilizare, impreuna cu avantajele sterilizarii cu radiatii gama.

Capitolul al doilea descrie hipertermia ca metoda terapeutica a cancerului si rationamentul
biologic pentru asocierea hipertermiei cu radioterapia.

Capitolul al treilea abordeaza interactiunea proteind — suprafatd, responsabild pentru
imbunatatirea biocompatibilitatii materialelor.

Capitolul patru contine o scurtd descriere a metodelor experimentale utilizate atat pentru
prepararea cat si pentru analiza sistemelor.

Ultimul capitol, prezinta rezultatele experimentale obtinute pentru sistemele aluminosilicatice

cu continut de fier si pdmanturi rare precum si discutii pe baza acestor rezultate.



1. Prepararea probelor

Pentru prepararea probelor s-a optat pentru metoda sol-gel, fiind un proces care permite
sinteza unor compusi CU omogenitate si puritate ridicatd. S-au preparat astfel compusi
aluminosilicatici cu continut de fier si ytriu sau disprosiu.

Compozitia sistemelor aluminosilicatice preparate este redata in procente molare in tabelul

urmator (Tabel 1).

Tabel 1. Compozitia probelor.

Compusi (mol %)
Cod -
SiO, A|203 Fe,O3 Dy203 Y,03
ASF 60 20 20
ASFD 60 20 10 10
ASFY 60 20 10 10

Pentru sinteza compusilor au fost utilizate ca materiale de plecare acidul silicic (Si(OH)s),
azotatul de aluminiu (AI(NO3)3-9H,0), azotatul de fier (Fe(NOs)3:9H,0), azotatul de ytriu
(Y(NO3)3-6H,0) si azotatul de disprosiu (Dy(NO3)3-H,0) cu un grad inalt de puritate.

Cantitatea calculata de precursori a fost dizolvata in apa dupa care amestecate si incalzite la
90°C cu scopul obtinerii unui gel.

Dupa formarea gelului, probele au fost filtrate, uscate in cuptor electric la 110°C pentru
cateva ore iar apoi tratate termic la 500°C pentru o ora si respectiv la 1200°C pentru 24 ore. Scopul
tratamentului termic a fost de a crea faze cristaline ale oxidului de fier pentru Tncalzirea locala prin
histereza. Tratamentul termic poate de asemenea sa restabileascd performantele materialelor,

inlaturand defectele structurale induse in urma preparérii probelor [25].

2. Caracterizarea probelor prin DRX

Structura compusilor aluminosilicatici astfel preparati a fost investigatd inainte si dupa
tratamentul termic aplicat la 500°C si 1200°C cu ajutorul Difractiei de Raze X (XRD).

Masuratorile de difractie de raze X au fost realizate cu ajutorul unui difractometru Shimadzu

XRD-6000 utilizand o radiatie X CuK .« (A = 1.54 A).
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Difractogramele de raze X prezintd o structurd amorfd inaintea tratamentului termic $i o
structura crescator cristalind in cazul probelor tratate termic la 500 °C respectiv 1200 °C cum este
prezentat in figura 1.

Tratamentul termic la 1200°C determina dezvoltarea unor faze cristaline corespunzatoare
cristobalitului (C), cuartului (Q) [26], AlgSi,013 mulitului (M) [27], Fe;O3 hematitei (h) si FesO4
magnetitei (m) [28] de dimensiuni nanometrice (panda la 75 nm). Dimensiunea cristalelor a fost

estimata cu ajutorul ecuatiei Scherrer in raport cu pozitia si largimea picurilor.

3. Masuratori magnetice

Cu scopul de a stabili comportamentul magnetic al compusilor sintetizati au fost verificate de
asemenea proprietatile magnetice cum ar fi magnetizarea la saturatie si temperatura Curie.

Pentru manipularea particulelor magnetice este foarte importantd cunoasterea momentul lor
magnetic. Acesta a fost determinat cu ajutorul Magnetometrului cu gradient alternativ (AGM)
MicroMag 2900.

Masuratorile de magnetizare au fost realizate utilizdnd o balanta Curie-Weiss. Dependenta
magnetizarii de campului magnetic a fost determinatd pe un echipament “home - made” pentru
sistemele tratate termic la 1200 °C.

Masuratorile de moment magnetic in functie de cAmpul magnetic indica un comportament
feromagnetic al probelor investigate (Fig. 2). Valorile magnetizarii au fost determinate prin

raportarea valorilor momentului magnetic la cantitatea de proba.
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Figura 2. Magnetizare n functie de camp magnetic pentru ASF (a),
ASFY (b), ASFD (c) dupa tratamentul termic aplicat la 1200 °C.

Dependenta magnetizarii de temperaturd prezintd pentru sistemul notat ASF o temperatura
Curie de 430 K (Fig. 3 a), iar pentru sistemul cu continut de disprosiu, temperatura Curie este de 711
K (Fig. 3 b). Valorile temperaturilor Curie sunt mai mari decat cele optime pentru hipertermie (315
K), dar microparticulele nanostructurate prezintd un comportament stabil din punct de vedere

magnetic, reprezentand subiectul investigatiilor urmatoare.
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Figura 3. Dependenya de temperatura a magnetizarii normate la valoarea de

saturatie pentru ASF (a) si ASFD (b) dupa tratamentul termic aplicat la 1200°C.

4. Caracterizarea probelor prin RPE

Pentru utilizarea acestor compusi ca biomateriale, este necesar sterilizarea lor, dupa
preparare si 1naintea introducerii lor in organism, cu scopul distrugerii unor microorganisme si de a
reduce riscul aparitiei unor infectii sau a unor complicatii asociate.

Tn acest sens s-a optat pentru sterilizarea gama, fiind o tehnici simpla, rapida, eficace si
totodatd accesibila.

Astfel probele au fost expuse la radiatii gama utilizand o sursa de %0Co, doza totala de radiatii
fiind in jurul valorii de 8 kGy, iar apoi probele au fost investigate in ceea ce priveste posibilitatea

aparitiei unor defecte de iradiere.
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Spectrele RPE au fost inregistrate la temperatura camerei, cu ajutorul unui spectrometru RPE,
tip ADANI, operand in banda X (9.4 GHz). Campul magnetic a fost modulat la 100 KHz.

Principalele defecte identificate, induse prin iradierea retelei silicatice, includ vacante de
oxigen cum ar fi centrii E’ (= Si¢), vacante de oxigen la nivelul unui oxygen nelegat-NBOHCs (=
Si—0¢), radicali peroxidici (= Si—O—0¢) si “self-trapped holes” (= Si —O+ —Si =) [25].

Spectrele RPE inregistrate pe probele neiradiate evidentiaza doar linii corespunzatoare ionilor
Fe**. Spectrele RPE 1n banda X, inregistrate pe sticle cu continut de fier, in general, scot in evidenta
doua linii bine definite la gefr ~ 4.3 corespunzatoare ionilor de Fed* izolati §i ge = 2 atribuita

speciilor de Fe** care participa la interactiuni dipol-dipol (Fig. 4) [29].
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Figura 4. Spectrele RPE inregistrate la temperatura camerei pe compusii aluminosilicatici tratati

termic la 500°C (A) si 1200 °C (B) Tnaintea expunerii la radiatii.
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Figura 5. Spectrele RPE inregistrate la temperatura camerei pe compusii aluminosilicatici tratafi
termic la 500°C, utilizand un baleiaj de 4000 G (A) si respectiv 200 G (B).
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Figura 6. Spectrele RPE inregistrate la temperatura camerei pe compusii aluminosilicatici
tratati termic la 1200°C, utilizand un baleiaj de 4000 G (A) si respectiv 200 G (B).

Spectrele RPE inregistrate pe sistemele iradiate gama prezintd semnale aditionale datorate
defectelor paramagnetice radioinduse, in special la nivelul sistemelor tratate termic la 500°C (Fig. 5
(A, B)).

In ceea ce priveste valorile factorului g, prezenta liniei spectrale la g ~ 2.037 indica formarea
centrilor peroxidici, iar liniile de la g = 2.02, g~ 2.0179, g = 2. 009 pot fi atribuite la NBOHC (Fig. 5
B) [30].

Pentru sistemele cristalizate obtinute in urma tratamentului termic la 1200°C (Fig. 6 (A, B))
spectrele RPE prezinta un semnal de intensitatea redusa la gesr = 2.01, datoritd unui numar scazut de
defecte asociate vacantelor de oxigen sau cationi, ceea ce denotd o foarte bund stabilitate a
compusilor cristalini.

Aceste analize indica faptul ca pentru probele tratate termic la 500°C, concentratia defectelor
este semnificativ mai mare comparativ cu sistemele tratate termic la 1200°C, lucru care este in foarte
buna corelatie cu faptul ca tratamentul termic restabileste structura materialului, iar defectele native

evidentiate prin expunerea la radiatii sunt anihilate aproape in totalitate.

5. Functionalizarea probelor

Experimentele de adsorbtie a proteinelor s-au realizat prin imersarea compusului
aluminosilicatic cu continut de fier si ytriu in solutia de fibrinogen (Fg) preparatd in PBS (solutie
tampon fosfaticd) precum si in lichid biologic simulat (SBF) imbogatit cu albumina serica (BSA).
Proba astfel imersata a fost mentinuta la 37°C timp de 5 minute, 2 ore si respectiv 24 ore, n conditii

statice.
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Compusul 60SiO; + 20Al,03 + 20Fe203 dupa o mojarare find a fost imersat in SBF, respectiv
in SBF imbogatit cu BSA in doud concentratii diferite prin adaugarea a 3.33 si 6.67 g albumina
liofilizatd la 1 ¢ SBF. Sistemul a fost de asemenea mentinut la 37°C timp de 24 ore, 3 zile si
respectiv 7 zile.

5.1 Caracterizarea probelor prin XPS si FT-IR

Functionalizarea chimicd a suprafetelor a fost determinatd cu ajutorul spectroscopiei
fotoelectronice de raze X (XPS) si a spectroscopiei in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR).

Masuratorile XPS au fost realizate cu ajutorul unui sistem SPECS PHOIBOS 150 MCD
echipat cu o sursa AIK o monocromatica.

Spectroscopia in infrarosu a fost utilizatd in acest studiu pentru a stabili modificarile
conformationale a proteinelor adsorbite la suprafata.

Spectrele FT-IR au fost inregistrate prin atenuarea reflexiei totale cu ajutorul unui instrument
Equinox 55 Bruker in intervalul 4000-650 cm™, si o rezolutie de 2 cm™.

Datoritd faptului ca proba a fost spdlatd cu apa ultra purd, proteinele detectate la suprafata

probelor pot fi considerate legate ireversibil.

5.1.1 Rezultatele XPS obtinute pentru sistemul 60SiO,-20A1,03-10Fe;03:10Y,03

Spectrul XPS survey inregistrat inainte de imersie, prezinta doar fotopicuri corespunzatoare
elementelor care intrd in compozitia sistemului, exceptie facand fotopicul de C 1s (Fig. 7 (A, B)).
Prezenta carbonului se explica prin expunerea probei in atmosfera, dar si datorita benzii dublu

adezive de carbon pe care a fost imobilizata proba pentru masurare.
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Figura 7. Spectrele XPS survey Thainte de imersie (a),si dupa 5 minute (b),
2 ore (C) si 24 ore (d)de imersie in solutiile de SBF/BSA (A) si PBS/Fg (B).
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Dupa cum era de asteptat fotopicuri corespunzatoare Y 3p, Fe 2p, Si 2p si Al 2p au fost
identificate pentru toate probele investigate (Fig. 7 (A, B)).

Este de remarcat faptul cd pentru suprafetele functionalizate cu proteine, detectia acestor
patru elemente a fost mai putin evidenta datorita stratului de proteina format (Tabel 2, 3). Rezultate

similare au fost obtinute pentru ambele proteine (BSA/Fg) utilizate pentru functionalizare.

Tabel 2. Concentratia relativa a principalelor componente, inainte si dupa imersia in

solutiile de SBF/BSA determinata din spectrele survey.

Compozitia elementala (at %0)

Timpul

de C N O Al Si Fe Y
imersie

0 6.92 - 53.08 2.3 36.77 0.18 0.75

5 min 28.43 5.68 37.7 2.19 2547 | 0.04 0.49
2 ore 28.93 6.46 37.21 1.71 25.2 0.03 0.46
24o0re | 3321 6.67 35.16 1.54 23 - 0.42

Tabel 3. Concentratia relativa a principalelor componente, nainte si dupa imersia n

solutiile de PBS/Fg determinata din spectrele survey.

Compozitia elementala (at %0)

Timpul

de C N O Al Si Fe Y
imersie

0 6.92 - 53.08 2.3 36.77 0.18 0.75

5 min 43.11 | 10.69 | 29.26 0.8 1596 | 0.02 0.16
2 ore 51.81 115 23.25 0.41 13.02 | 0.01 -
24 ore | 4853 | 1352 | 27.83 0.1 10.02 - -

In acelasi timp analiza spectrelor survey indica fotopicuri corespunzitoare N 1s, datorat
azotului prezent in fiecare aminoacid component al proteinelor. Masuratorile XPS de concentratie de
azot pot fi interpretate ca 0 masura indirecta de determinare a cantitatii de proteina depusa la

suprafatd [31]. Concentratia de azot a fost practic zero Tnainte de imersie in solutiile cu proteina

14



(Tabel 2, 3), ceea ce semnifica faptul ca azotul poate fi utilizat ca un marcar sigur al atasarii

proteinelor, iar raportul N:C este tipic utilizat ca un indicator al atasarii proteinelor [32].
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Figura 8. Deconvolutia spectrelor XPS de inalta rezolutie ale N 1s pentru BSA/Fg liofilizat
(a) precum si dupa 5 minute (D), 2 ore (c) si 24 ore (d)imersie in solutiile de SBF/BSA (A) si
PBS/Fg (B).
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Deconvolutia spectrelor de inaltd rezolutie a N 1s (Fig. 8) scoate in evidenta doua
componente, centrate la 398.2 si 400 eV, caracteristice gruparilor C-NH, [33]. Fotopicul N 1s
inregistrat in apropiere 400 eV este tipic pentru azotul din matrici organice [34].

Analizele XPS confirma cresterea continutului de azot dupa diferite perioade de imersie, o
proteina mai mare (Fg) va produce un semnal de azot mai intens decat o proteina mai mica ca si cea
de marimea BSA-lui.

Tn cazul probelor imersate in solutiile cu proteina, semnalele de inalta rezolutie ale C 1s (Fig.
9) apar largite si semnalizeaza formarea unor noi tipuri de legaturi. Fotopicurile de carbon, au fost
descompuse in conformitate cu energiile de legatura ale legaturilor de carbon n proteine.

Spectrele sunt bine fitate (Fig. 9) cu componente la 284.6 eV, corespunzitoare legaturilor C-
C si C-H, 286.5 eV corespunzatoare legaturii C-O si o componentd la 288.3 eV, corespunzatoare

legaturii duble C=0 [34, 35, 36]. Componenta la legaturi de energie mai joase in jur de 283 eV
poate corespunde legaturii Si-C.

(e) i (e)
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Figura 9. Deconvolutia spectrelor XPS de inalta rezolutie ale C 1s pentru BSA/Fg liofilizat (a)
precum §i dupa 5 minute (b), 2 ore (¢) si 24 ore (d) imersie in solutiile de SBF/BSA (A) si PBS/Fg
(B).

Semnalul Ols inainte de imersie in solutiile cu proteina constd intr-0 componentd dominanta
la 533.2 eV asociata legaturii Si-O-Si si 0 a doua componenta la energie de legatura mai mica 531.5
eV, datorate oxigenilor legati (BO) si respectiv oxigenilor nelegati (NBO) care apar in unitatile
structurale ale microparticulelor aluminosilicatice [37]. Pe baza preponderentei oxigenilor legati
relativ la cei nelegati, microparticulelor aluminosilicatice sunt considerate ca fiind stabile in mediul
biologic (Fig. 10 a).
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Figura 10. Deconvolutia spectrelor XPS de inalta rezolutie ale O 1s pentru BSA/Fg liofilizat (a)

precum si dupa 5 minute (b), 2 ore () si 24 ore (d) imersie in solutiile de SBF/BSA (A) si

PBS/Fg (B).

Dupa imersia in solutiile cu proteine, fotopicul O 1s este evident largit si se deplaseaza spre

energii de legdturd mai mici, pe baza componentei albuminei de la 530.3 eV, respectiv a

fibrinogenului de la 531.2 eV (Fig. 10 b). Rezultatele obtinute prin deconvolutia O 1s sugereaza

faptul ca O 1s corespunde in mare parte oxigenului peptidic al proteinelor [38].



5.1.2 Rezultatele FT-IR obtinute pentru sistemul
60Si0,:20A1,05°10Fe;03°10Y,03
Rezultatele spectroscopiei IR au fost analizate in raport cu structura secundara a proteinelor.

Spectrele IR corespunzdtoare proteinelor, prezintd benzi caracteristice, rezultate Tn urma vibratiei
legaturii peptidice, in intervalul 4000-1200 cm™.

Exista trei benzi dominante, denumite Amida | (1600-1700 cm™) datorata in proportie de 80%
vibratiei de intindere a legaturii C=0, Amida Il (1500-1600 cm %) datorata in proportie de 60%
vibratiei de deformare a legaturii N-H si in proportie de 40% vibratiei de intindere a legaturii C-N, si
Amida 111 (12001330 cm™%): 40% intinderea legaturii C-N si 30% modului de deformare N-H [39,
40]. Amida I este banda cea mai des utilizatd pentru a extrage informatii legate de structura
secundara a proteinei.

Deoarece fiecare dintre diferitele elemente de structurd secundara contribuie la formarea
spectrului FT-IR, benzile amidelor inregistrate sunt formate prin suprapunerea catorva componente
dintre care amintim: a-helixuri, structuri B, precum si alte structuri aleatoare.

Frecventa exactd de vibratie depinde de natura legaturilor de hidrogen care implica gruparile
C=0 si N-H, acestea in schimb determinand structura secundara particulara adoptata de proteina [41,
42, 43]. Deconvolutia benzii corespunzatoare amidei I, utilizand derivata a doua poate fi utilizata
pentru a identifica numarul si pozitia benzilor care compun amida [44].

Adsorbtia proteinelor a fost evaluatd pentru sistemul imersat timp de doua ore in solutiile
SBF/BSA si PBS/Fg.

Comparativ cu albumina liofilizata, exista citeva modificari conformationale in cazul
albuminei adsorbite la suprafata spre un raport (Fig. 11) B-sheet/B-turn mai mare, ceea ce indica
interactiunea proteind-suprafata si o biocompatibilitate crescutd a materialului [45].

Fibrinogenul adsorbit la suprafata isi modifica de asemenea structura sa nativa. Continutul de
a-helix a fibrinogenului adsorbit descreste evident in favoarea structurii P-sheet care creste
semnificativ, in timp ce structura secundara p-turn este mai putin modificata.

Raportul B-sheet/B-turns, utilizat ca indicator al biocompatibilitatii materialului, prezinta
valori mai mari in cazul fibrinogenului adsorbit la suprafatd in comparatie cu forma nativa a acestuia

(Fig. 12), indicand o buna biocompatibilitate, lucru sustinut si de alte rezultate din literatura [3].
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Figura 11. Distributia structurii secundare a albuminei serice.
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Figura 12. Distributia structurii secundare a fibrinogenului.

5.1.3 Rezultatele XPS obtinute pentru sistemul 60SiO; - 20A1,0; - 20Fe,03

Atasarea proteinei din solutii cu diferite concentratii de BSA si timp indelungat de imersie a

fost testata pentru sistemul cu 20 % fier.
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Tn scopul evidentierii proteinei la suprafatd au fost analizate atat spectrele survey cat si cele

de inalta rezolutie corespunzatoare C 1s, N 1s 51 O 1s.

Prezenta speciilor de azot este clar evidentiatd doar dupa imersia in solutia de SBF cu

proteina (Fig. 13 c).

Intensitate (u.a.)
®

1400 1200 1000 800 600 400 200 O
Energie de legatura (eV)

Figura 13. Spectrele XPS survey Thainte de imersie (a), dupd o zi de imersie in SBF
(b), in SBF imbogatit cu BSA (c) si SBF dublu imbogatit cu BSA.

Procentele relative ale carbonului, azotului si oxigenului dupa imersia in solutiile cu proteina,
determinate din spectrele survey, scot in evidenta valori foarte apropiate pentru cele doua
concentratii diferite de BSA in SBF (Tabel 4), sugerand faptul ca atagarea proteinei la suprafata este

saturatd chiar si prin imersia in solutii cu continut mai scazut de BSA.

Tabel 4. Procente relative de C, N si O dupa imersia in solutiile de SBF,

determinate din spectrele survey.

Concentratia de Compozitia elementala (at %0)
BSA in SBF
C N 0]
(g/t)
0 19 - 81
3.33 52 11 37
6.67 51 10 39

Spectrele de inalta rezolutie ale C 1s inregistrate dupd imersia probelor in solutia de
SBF/BSA (Fig. 14) contin semnatura BSA dupa prima zi de imersie in solutia de SBF cu

concentratia cea mai mica de BSA.
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Intensitate (u.a.)

290 285 280
Energie de legatura (eV)

Figura 14. Spectrele XPS de inalta rezolutie ale C1s Tnainte de imersie (a), dupa
0 zi de imersie in SBF (b), in SBF Tmbogatit cu BSA (¢) si SBF dublu imbogatit

cu BSA. Tn inlay este prezentat spectrul Tnregistrat pentru BSA liofilizat.

Deconvolutia fotopicurilor C 1s (Fig. 15) furnizeaza mai multe informatii. Pentru proba
neimersata s-a inregistrat doar un singur pic la 285.5 eV. Dupa o zi de imersie in SBF, fotopicul
carbonului este bine fitat cu o singura line, dar este largit la 2.9 eV (Fig. 15 b), spre deosebire de
largimea la semiinaltime corespunzatoare probei neimersate care este de 2.3 eV (Fig. 15 a).
Deconvolutia fotopicurilor C 1s nregistrat pe probele imersate in solutiile cu continut de proteina,
evidentiaza pe langa picul de la 285.5 eV alte doua componente centrate la 286.7 si 288.6 eV. Este
fara indoiald faptul ca aceastd contributie crescuta la energii de legaturda mai mari se datoreaza

albuminei adsorbite la suprafata compusului aluminosilicatic.

22



Intensity (a.u.)

295 290 285 280
Binding Energy (eV)

Intensity (a.u.)

e /e G

295 290 285 280
Binding Energy (eV)

5 L
A
=y
(%)
S L
Q
k=
295 290 285 280
Binding Energy (eV)
S
s
2>
a1
c
Q
=
295 290 285 280

Binding Energy (eV)

Figura 15. Deconvolutia spectrelor XPS de inalta rezolutie ale C1s inainte de imersie (a),
dupad o zi de imersie in SBF (b), In SBF imbogatit cu BSA (c) si SBF dublu imbogatit cu BSA.
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Azotul a fost inregistrat doar pentru probele imersate in solutiile de SBF cu BSA (Fig. 16).
Deconvolutia fotopicurilor corespunzatoare N 1s prezintd si in acest caz doud componente centrate la

400.3 eV (datorata legaturii C-N) [46, 47] si 399.1 eV.

Intensitate (u.a.)

405 400 395
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Figura 16. Spectrele XPS de inalta rezolutie ale N 1s Tnainte de imersie (a), dupa
0 zi de imersie in SBF (b), in SBF imbogatit cu BSA (c) si SBF dublu imbogatit cu

BSA. Tn inlay este prezentat spectrul inregistrat pentru BSA liofilizat.
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Figura 17. Spectrele XPS de inalta rezolutie ale O 1s Tnainte de imersie (), dupa
0 zi de imersie in SBF (b), in SBF imbogatit cu BSA (¢) si SBF dublu imbogatit cu

BSA. Tn inlay este prezentat spectrul Tnregistrat pentru BSA liofilizat.
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In ceea ce priveste oxigenul, spectrele de inalti rezolutie se prezinta sub forma unor picuri
simetrice bine fitate cu o singura linie (Fig. 17) si care cuprind contributii datorate atomilor de
oxigen de la suprafata probelor aluminosilicatice, gruparilor -OH adsorbite la suprafatd din umezeala
atmosferica, dar si contributia datorata oxigenului peptidic constituent al proteinei [38].

Largimea la semiinaltime a fotopicului de O 1s inregistrat pentru proba neimersata este de 2.3
eV si creste la 2.7 eV pentru proba imersatd in SBF pur si la 2.9 dupa imersia in solutiile de
SBF/BSA, cu cele doud concentratii diferite. Aceasta largime a liniei sugereaza o larga distributie a

pozitiei oxigenului.

5.1.4 Rezultatele FT-IR obtinute pentru sistemul 60SiO, - 20A1,0; - 20Fe,0O;

Caracteristicele spectrului FT-IR inregistrat pe proba introdusa in SBF imbogatit cu BSA sunt
bine evidentiate in cazul probei imersate timp de 7 zile in solutia cu continut de 6.67 g BSA / £ SBF.

Deconvolutia amidei I corespunzatoare albuminei liofilizate si a albuminei adsorbite la

suprafatd este prezentata in figura 18 A, B.

(A) (B)
- 3l
E 2
M sl
cr sk
¥ g
of or
7] [%2]
2 <
1600 1620 1640 1660 1680 1700 1600 1620 1640 1660 1680 1700
-1
Numar de unda (cm”™) Numar de unda (cm™)

Figura 18. Deconvolutia benzii de absorbtie a amidei I corespunzatoare albuminei

liofilizate (4) si a albuminei adsorbite la suprafata (B).

Deconvolutia amidei I a albuminei native s-a realizat presupunand cinci componente, in timp
ce pentru albumina adsorbiti au fost considerate sase componente (Fig. 19 A, B). In literatura recenta
[44], procedura de fitare arata ca sase sau cinci componente trebuie utilizate pentru suprafete
hidrofile sau hidrofobe.

Aparitia unei noi benzi n jurul valorii 1610 cm™ poate fi atribuiti structurii p

intermoleculare, care este un indicativ al agregdrii proteinei. Se poate observa din datele rezumate in
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figura 19, continutul de B-sheet creste de la 27.1 % in starea liofilizata la 34.7 % dupa adsorbtie, la
fel si conformatiile aleatoare care cresc de la 8.8 % la 18 %. In acelasi timp, componenta a-helix

descreste de 1a 49.7 % la 42 % dupa adsorbtie, iar B-turn de la 14.4 % la 4.3 %.
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Figura 19. Distributia structurii secundare in BSA.

Raportul B-sheet/ B-turns si in acest caz prezinta valori mai mari pentru proteina adsorbita
comparativ cu cea nativa, indicand o buna biocompatibilitate a materialului [44].

Astfel adsorbtia albuminei la suprafata a fost inca o datd confirmatd de rezultatele obtinute in
infrarosu [49, 50].
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Concluzii

Prin metoda sol-gel au fost preparate sisteme omogene aluminosilicatice cu continut de fier si
pamanturi rare (ytriu si disprosiu).

Dupa tratamentul termic, fierul cristalizeaza preponderent sub forma de hematitd, dar
magnetita si maghemita sunt de asemenea dezvoltate, asteptandu-se astfel un comportament
feromagnetic al compusilor. Cristalitele dezvoltate sunt de dimensiuni nanometrice.
Masuratorile de moment magnetic ca functie de cdmp magnetic aproba comportamentul
feromagnetic asteptat.

Dependenta de temperaturd a magnetizarii arata pentru sistemele ASF si ASFD o temperatura
Curie in jurul valorii de 430 K si respectiv 711 K.

Dupa expunerea gama a Sistemelor, au fost evidentiati prin spectroscopie RPE centrii ai
vacantelor de oxigen (NBOHC) si centrii peroxidici.

S-a evidentiat faptul cad aceste defecte paramagnetice pot aparea in timpul prepararii
compusilor si pot fi identificate prin expunerea la radiatii gama, concentratia lor scazand pe
masurd ce temperatura tratamentul termic creste, ca dovada a cresterii stabilitatii sistemului in
ceea ce priveste inducerea de defecte prin iradiere.

Prima evidentd a interactiunii microparticulelor cu proteina este prezenta in spectrele XPS a
fotopicului de N 1s, a carui intensitatea creste pe parcursul perioadei de incubare de la 5
minute la 24 ore.

Aceastd interactiune este semnalizatd si prin scaderea semnificativa a cantitatilor procentuale
ale principalelor elemente constituente ale sistemelor preparate.

Dupa incubarea probelor in solutiile cu proteina, spectrele de inalta rezolutie ale C 1s contin
componente la energii de legatura specifice carbonului peptidic.

Semnalul O 1s inainte de imersie in solutiile cu proteina este datorat oxigenilor legati (BO) si
oxigenilor nelegati (NBO), a cdror preponderenta presupune o bund stabilitate a
microparticulelor aluminosilicate Th mediul biologic.

Dupa imersia in solutiile cu proteind, continutul diminuat al O 1s corespunde semnificativ
oxigenului peptidic constituent al proteinelor, datorita atasarii la suprafatd a albuminei sau
fibrinogenului cu un continut scazut n oxigen.

Concentratia proteinei in SBF influenteaza formarea stratului de BSA, dar dupd o scurta
perioada de imersie suprafata este aproape saturatd in ceea ce priveste atagarea grupdrilor

functionale ale albuminei, indiferent de concentratia acesteia in SBF.
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Analizele benzilor de absorbtie FT-IR, caracteristice structurii secundare a proteinei, arata o
crestere a valorilor raportului B-sheet/B-turns in cazul proteinelor adsorbite comparativ cu cele
native, ceea ce indica o buna biocompatibilitate a acestor materiale.

Atasarea albuminei si a fibrinogenului este dovedita prin structura B-sheet a amidei | la 1650
cm™?, prin schimbarile spectrale in jurul valorii 1540 cm™, atribuitd amidei II si 1320 cm™
atribuita amidei III.

Astfel, rezultatele acestui studiu evidentiaza faptul ca sinteza acestor microparticule
aluminosilicatici nanostructurate cu continut de fier si ytriu/disprosiu pot fi utile in potentiale

aplicatii simultane de hipertermie si radioterapie.
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