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Introducere

In medicina contemporana, tehnologia avansatd joacd un rol fundamental in
diagnosticul si tratamentul bolilor. Sistemele imagistice de Tnaltéd performanta au devenit
esentiale pentru luarea deciziilor clinice, imagistica prin raze X si tomografia
computerizata, tomografia cu emisie de pozitroni, tomografia computerizata cu emisie de
foton unic, mamografia, ecografia si imagistica prin rezonantd magnetica (IRM) furnizand
informatii anatomice si functionale complementare. Dintre aceste modalitati, IRM este
deosebit de valoroasa deoarece combinad un contrast excelent al tesuturilor moi si o
rezolutie spatiala ridicata cu absenta radiatiilor ionizante, fiind adecvata examinarilor
repetate si unei game largi de aplicatii neurologice, oncologice, musculoscheletale si
vasculare [1], [2].

Informatia diagnostica furnizata de IRM este determinata de raspunsul protonilor apei
tisulare la un camp magnetic extern intens si la excitatia prin radiofrecventa. Diferentele
dintre relaxarea longitudinala (T1) si transversala (T2/T2*) genereaza contrastul tisular, iar
agentii de contrast exogeni pot modifica suplimentar aceste procese de relaxare [3].
Agentii de contrast pe bazad de gadoliniu raméan standardul clinic pentru accentuarea
semnalului T1; totusi, dovezile privind retentia gadoliniului, impreuna cu restrictiile asociate
insuficientei renale si fibrozei sistemice nefrogenice pentru anumite formulari, mentin
necesitatea dezvoltarii unor strategii alternative de contrast [4], [5].

Nanoparticulele de oxid de fier sunt deosebit de atractive in acest context deoarece
comportamentul lor magnetic poate fi ajustat prin dimensiunea miezului, cristalinitate,
starea de agregare si chimia suprafetei. Comportamentul relaxometric nu este, asadar,
determinat exclusiv de miezul magnetic: accesibilitatea apei, dimensiunea hidrodinamica,
grosimea stratului de acoperire si asocierea particulelor la scara nanometrica pot influenta
semnalul IRM final. Formularile cu dimensiuni ultramici pot sustine cresterea semnalului pe
imaginile ponderate T1 in conditi adecvate, in timp ce agregarea si efectele de
susceptibilitate favorizeaza un contrast T2/T2* intens. Aceasta capacitate de a prezenta un
comportament dependent de camp si de mediul de dispersie ofera posibilitatea proiectarii
rationale a unor agenti IRM cu potential dual T1/T2.

Dincolo de imagistica, nanostructurile de oxid de fier pot functiona si ca platforme de
conversie a energiei. Iradierea in infrarosul apropiat (NIR) este deosebit de atractiva
pentru aplicatiile biomedicale deoarece, in anumite ferestre NIR, absorbtia si imprastierea



opticad sunt reduse comparativ cu domeniul vizibil, ceea ce creste profunzimea de
penetrare in tesut si permite incalzirea localizata. Capacitatea sistemelor pe baza de oxid
de fier de a combina contrastul IRM cu efecte termice declansate prin iradiere NIR
deschide calea catre platforme teranostice in care imagistica poate ghida, monitoriza sau
valida o interventie terapeutica.

Obiectivul central al acestei teze de doctorat este, prin urmare, dezvoltarea si validarea
unui cadru rational pentru proiectarea nanoparticulelor magnetice ultramici de Fe;O, ca
nanoplatforma multifunctionald, conectand sinteza reproductibild si caracterizarea fizico-
chimica cantitativa cu comportamentul de relaxare relevant pentru IRM si cu
functionalitatea terapeutica activata de lumina. Un principiu metodologic recurent pe
parcursul lucrarii este acela ca performantele magnetice si optice trebuie interpretate
impreuna cu comportamentul coloidal, deoarece agregarea dependenta de concentratie si
de mediul de dispersie poate domina atat raspunsul de relaxare, cat si performanta
fototermica efectiva.

Teza este organizata in doua parti principale. Partea |, IRM si nanoparticule magnetice:
stadiul actual al cunoasterii, cuprinde Capitolele 1 si 2. Aceasta prezinta principiile fizice
ale IRM, rolul si limitarile agentilor de contrast existenti si evolutia translationala a
nanoparticulelor magnetice, urmate de o analiza criticd a aplicatiilor lor in imagistica
inflamatiei, infectiei, patologiei vasculare, urmarirea celulara, evaluarea ganglionilor
limfatici si imagistica tumorala. O parte a acestei analize a literaturii a fost publicata in
Nanoscale Advances in 2024, in articolul ,Advancing MRI with magnetic nanoparticles: a
comprehensive review of translational research and clinical trials” [6].

Partea a ll-a, Contributii originale, cuprinde Capitolele 3—6. Capitolul 3 prezinta sinteza
nanoparticulelor ultramici de Fe;O, si caracterizarea lor sistematica structurala, coloidala,
magnetica si relaxometrica. Capitolul 4 evalueaza performanta IRM atét la intensitati de
camp magnetic preclinice, cat si clinice, in fantome care mimeaza tesutul, si investigheaza
raspunsul fototermic indus de NIR. Capitolul 5 dezvolta un strat biocompatibil de albumina
serica bovina (BSA) si introduce functionalizarea cu curcumina, iar Capitolul 6 valideaza
platforma functionalizata prin teste IRM/RMN, masuratori fotodinamice, studii de viabilitate
celulara si studii de captare bazate pe fluorescenta in modele de cancer colorectal C26,
inclusiv sferoizi tridimensionali.

in ansamblu, lucrarea urmeaza o logica progresiva de proiectare: sunt dezvoltate Si

caracterizate mai intdi miezurile magnetice ultramici; apoi este stabilit comportamentul



magnetic dependent de concentratie si de mediu; acelasi miez este evaluat ca platforma
IRM/fototermica in medii care mimeaza tesutul; in final, ingineria suprafetei este utilizata
pentru imbunatatirea compatibilitatii biologice si pentru introducerea fluorescentei si a
functionalitatii fotodinamice. Concluziile finale si perspectivele integreazé aceste relatii
structura—dispersie—functie si identifica etapele necesare pentru validarea preclinica

ulterioara si pentru translatie in practica.

Cuvinte-cheie: nanoparticule magnetice, nanoparticule de oxid de fier, IRM,
relaxometrie prin rezonanta magnetica, fantome care mimeaza tesutul, terapie
fototermica in infrarosul apropiat, albumina serica bovina, curcumina, terapie

fotodinamica, teranostica.
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Partea |. IRM si nanoparticule magnetice: stadiul
actual al cunoasterii

Parti din Capitolele 1 si 2 au fost publicate in R. Lapusan, R. Borlan si M. Focsan, ,Advancing MRI
with magnetic nanoparticles: a comprehensive review of translational research and clinical trials,”
Nanoscale Advances, 2024, 6, 2234-2259, DOI: 10.1039/D3NA01064C. Publicatia a fost selectata
pentru reprezentare pe coperta revistei.

Capitolul 1. IRM in centrul imagisticii diagnostice avansate

1.1 IRM: principii, functionalitate si directii de dezvoltare

IRM este o metoda imagistica neinvaziva bazata pe interactiunea dintre nucleele de
hidrogen, un cdmp magnetic static si impulsurile de radiofrecventd. Dupa excitatie,
sistemul protonic revine catre starea de echilibru prin doua procese principale de
relaxare: T1, sau relaxare longitudinald/spin—-retea, si T2, sau relaxare
transversala/spin—spin [3]. Proiectarea secventelor exploateaza aceste diferente pentru
a genera contrast tisular, iar mecanismele suplimentare de ponderare si achizitiile
dedicate extind IRM catre informatii vasculare, functionale, de difuzie si sensibile la
susceptibilitate.

Agentii de contrast modificad in mod intentionat relaxarea in tesuturile in care se
distribuie. Chelatii de gadoliniu sunt utilizati predominant pentru scurtarea T1 si pentru
obtinerea unei cresteri pozitive a semnalului, insa utilizarea lor clinica este limitata la
anumite categorii de pacienti de preocuparile legate de fibroza sistemica nefrogenica si
de dovezile privind retentia tisulara a gadoliniului dupa administrari repetate [4], [5].
Aceste limitari au stimulat un interes reinnoit pentru alternative fara gadoliniu, capabile
sa pastreze sensibilitatea diagnostica, oferind in acelasi timp farmacocinetica si
mecanisme magnetice distincte.

Nanoparticulele magnetice sunt atractive deoarece aceeasi formulare poate
influenta relaxarea longitudinala si transversala intr-un mod dependent de dimensiune,
intensitatea cdmpului si gradul de agregare. Miezul magnetic poate fi proiectat la scara
nanometrica, iar suprafata poate fi modificatd pentru a ajusta stabilitatea coloidala,
interactiunea biologica, timpul de circulatie si tintirea moleculara. Astfel se creeaza un
spatiu de proiectare considerabil mai larg decat cel al agentilor de contrast
conventionali cu molecule mici si se sustine dezvoltarea unor platforme imagistice

multifunctionale.
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1.2 Nanoparticule magnetice in IRM: perspective actuale si directii de
optimizare

Nanoparticulele de oxid de fier utilizate in IRM sunt, in general, pe baza de
magnetita (Fe;O,) sau maghemita (y-Fe,O;), ambele putdand prezenta raspunsuri
magnetice intense la dimensiuni nanometrice si putand fi obtinute in morfologii variate
(Figura 1.1). Istoric, formularile au fost grupate in functie de dimensiune in particule de
ordin micrometric, nanoparticule superparamagnetice standard de oxid de fier si
nanoparticule ultramici superparamagnetice de oxid de fier (USPIO), cele din urma
avand de regula dimensiuni de aproximativ 5-50 nm. Dimensiunea miezului, acoperirea
si diametrul hidrodinamic sunt toate relevante, deoarece momentul magnetic si distanta

dintre protonii apei si miezul magnetic determina efectul final asupra relaxarii [7].

Figura 1.1 Imagini de microscopie electronicéd ale sase morfologii distincte de oxizi de fier: (A) nanobaghete, (B)
nanostructuri tip coaja, (C) cuburi deformate, (D) nanocuburi, (E) sfere poroase si (F) structuri florale auto-orientate.
Reprodus din Referinta [6] cu permisiune, in baza licentei Creative Commons Attribution 3.0 Unported (CC BY 3.0).
Particulele de oxid de fier mai mari sau agregate genereaza, de regula,
neomogenitati locale pronuntate ale cémpului si, implicit, o scadere marcata a
semnalului T2/T2* in timp ce miezurile foarte mici si bine dispersate pot produce o
scurtare T1 utila. Tn consecinta, clasificarea simplistd a nanoparticulelor de oxid de fier
exclusiv drept agenti de contrast ,negativi’ este incompleta. Proiectarea moderna se

concentreaza tot mai mult pe formuléri ultramici si bine controlate, capabile sa treaca de
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la un comportament dominant T1 la unul dominant T2 in functie de concentratie,

intensitatea campului, acoperire si starea de agregare.

1.3 Evolutia nanoparticulelor magnetice in IRM clinica

Translatia clinica a agentilor de contrast pe baza de oxid de fier a avut o evolutie
discontinua. Ferumoxidul si ferucarbotranul au fost dezvoltate pentru IRM hepatica,
exploaténd captarea de catre sistemul fagocitar mononuclear pentru a reduce semnalul
tesutului reticuloendotelial normal pe imaginile ponderate T2, in timp ce leziunile cu un
continut redus de macrofage ramaneau relativ hiperintense [8], [9]. Mai multi agenti
dezvoltati anterior au fost ulterior retrasi sau au devenit disponibili limitat din motive
comerciale, practice sau diagnostice, si nu pentru ca principiul magnetic de baza si-ar fi
pierdut relevanta biologica.

Ferumoxytolul, o formulare ultramica de oxid de fier dezvoltata pentru substitutia
intravenoasa a fierului, a devenit ulterior importanta ca agent IRM utilizat in afara
indicatiilor aprobate (off-label). Timpul sdu lung de rezidentd intravasculara sustine
imagistica intravasculara de tip blood-pool si imagistica vasculara si este deosebit de
valoros atunci cand administrarea conventionald de gadoliniu nu este de dorit [10]. Tn
acelasi timp, circulatia prelungita si captarea de catre macrofage permit imagistica
tardiva a proceselor inflamatorii Si neoplazice. Aceste proprietati ilustreaza atat
versatilitatea USPIO, cat si necesitatea corelarii momentului achizitiei si a designului
secventelor cu farmacocinetica nanoparticulelor.

1.4 Perspective pentru imbunatatirea nanoparticulelor magnetice

Viitorii agenti IRM pe baza de oxid de fier trebuie sa echilibreze mai multe cerinte
concurente: un miez magnetic suficient de mic pentru un comportament relaxometric
favorabil, o suprafatéd care sa previna agregarea necontrolata in mediile biologice, o
cineticd adecvata a circulatiei si eliminarii si posibilitatea introducerii unor grupari
functionale fara compromiterea performantei magnetice. Polietilenglicolul, dextranul,
poli(alcoolul vinilic), chitosanul, albumina si alte acoperiri au fost investigate pentru
controlul acestor proprietati. in cazul sistemelor ultramici, dimensiunea hidrodinamica
efectiva poate fi determinata in aceeasi masura de coroana proteica si de asocierea
interparticulara ca de miezul anorganic propriu-zis.

Aceasta provocare de proiectare motiveaza direct componenta experimentala a

tezei: sunt necesare relatii cantitative structura—dispersie-relaxare inainte ca o
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nanoparticula sa poata fi avansata rational catre utilizarea biologica. Prin urmare,
lucrarea trateaza agregarea nu ca pe un inconvenient secundar, ci ca pe o variabila

centrala care leaga caracterizarea fizico-chimica de performanta IRM si fototermica.
Capitolul 2. Nanoparticule magnetice de noua generatie in IRM:
de la cercetare la studii clinice

Valoarea clinica a nanoparticulelor magnetice depaseste contrastul conventional de
organ. Captarea de catre macrofage, persistenta intravasculara prelungita (blood-pool),
efectele de susceptibilitate si posibilitatea functionalizarii suprafetei au generat aplicatii
in imagistica inflamatiei, infectiei, patologiei vasculare, urmarirea celulara, stadializarea
ganglionara si imagistica tumorala. Literatura translationald este foarte heterogena:
performanta depinde de miezul si acoperirea particulei, doza administrata, intensitatea
campului magnetic, designul secventei si intervalul dintre injectare si achizitia imaginilor.
Din acest motiv, Capitolul 2 analizeaza aplicatiile impreuna cu parametrii de material si

de imagistica ce le determina interpretarea.

2.1 Imagistica inflamatiei

IRM cu contrast USPIO poate vizualiza procesele inflamatorii deoarece
nanoparticulele circulante sunt internalizate de celulele sistemului fagocitar
mononuclear si se acumuleaza in tesuturile bogate in macrofage. Acest mecanism a
fost investigat in ateroscleroza, scleroza multipla, accident vascular cerebral ischemic,
inflamatie renala si alte afectiuni inflamatorii [11]. In bolile vasculare, captarea oxidului
de fier a fost utilizatd ca marker imagistic surogat al inflamatiei placii aterosclerotice
[12]; in neuroinflamatie, semnalul tardiv USPIO poate furniza informatii complementare
captarii gadoliniului, deoarece reflecta infiltrarea celulara si nu doar alterarea barierei
hemato-encefalice [13], asa cum este ilustrat in accidentul vascular cerebral ischemic
(Figura 2.1).
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Figura 2.1 Comparatie intre imaginile IRM obtinute in a doua zi inainte de administrarea USPIO (pre-USPIO) si in a
patra zi dupd administrare (post-USPIO) la un pacient cu infarct in teritoriul arterei cerebrale medii drepte. (A) De la
stanga la dreapta: imagini ponderate in difuzie (DWI), imagini ponderate T2* (T2*WI) si angiografie RM time-of-flight
(TOF MRA) pre-USPIO, evidentiind ocluzia unei ramuri insulare (sdgeti); trombul apare in hiposemnal pe T2*WI
(sdgeatd). (B) Imagini ponderate T1 pre-gadoliniu, evidentiind o accentuare focald a semnalului in regiunea
infarctului, atribuitd USPIO (sageti). (C) Imagini ponderate T1 post-gadoliniu, evidentiind alterarea barierei hemato-
encefalice, cu extindere dincolo de zona de accentuare asociatd USPIO (sageti). Reprodus din Referinfa [6] cu
permisiune, in baza licentei Creative Commons Attribution 3.0 Unported (CC BY 3.0).

2.2 Imagistica infectiei

Imagistica infectiei exploateaza un mecanism similar, mediat de macrofage.
Particulele de oxid de fier au fost investigate in modele experimentale de osteomielita,
artritd septica si in alte localizari in care recrutarea celulelor inflamatorii insoteste
infectia. Principala limitare este specificitatea: captarea nanoparticulelor reflecta
raspunsul inflamator celular si nu poate diferentia singura inflamatia sterila de infectie.
Cu toate acestea, IRM seriala cu contrast pe baza de oxid de fier poate furniza
informatii cu rezolutie spatiala privind raspunsul la tratament si incarcatura inflamatorie,

fara utilizarea radiatiilor ionizante.
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2.3 Imagistica vasculara

Timpul de injumatatire intravascular prelungit al nanoparticulelor ultramici de oxid de
fier le transforma in agenti eficienti de contrast de tip blood-pool pentru angiografia prin
rezonanta magnetica (ARM). Ferumoxytolul, in special, poate oferi o fereastra de
achizitie extinsd comparativ cu tehnicile de prim pasaj cu gadoliniu si a fost investigat
pentru imagistica vasculara coronariana, aortica, renala si periferica, inclusiv pentru
ARM coronariana (Figura 2.2). Abordarile bazate pe susceptibilitate pot utiliza, de
asemenea, particulele de oxid de fier pentru cuantificarea volumului sanguin cerebral si
vizualizarea vaselor mici [14]. Aceste aplicatii sunt deosebit de relevante la pacientii

care necesita examinari repetate sau la care expunerea la gadoliniu nu este de dorit.

Figura 2.2 Identificarea bolii coronariene prin angiografie coronariand RM cu contrast dupa injectarea a 20 mmol
Fe/kg VSOP-C184. (A) Angiografia coronariand invazivd a confirmat prezenta unei ocluzii in segmentul mijlociu al
arterei coronare drepte (sdgeatd). (B) Angiografia coronariand RM cu contrast vizualizeaza distinct aceasta ocluzie
(sdgeatd). Reprodus din Referinta [6] cu permisiune, in baza licentei Creative Commons Attribution 3.0 Unported (CC
BY 3.0).

2.4 Urmarirea celulara

Marcarea magnetica poate transforma celulele terapeutice sau experimentale in
sonde detectabile prin IRM. Celulele stem mezenchimale si alte populatii celulare pot fi
incarcate ex vivo cu oxid de fier si urmarite ulterior dupa transplant, permitand
evaluarea neinvaziva a localizarii si migrarii [15]. Metoda a fost utilizatd in medicina
regenerativa si oncologie, insa interpretarea necesita precautie deoarece persistenta
marcajului poate depasi viabilitatea celulara, iar fierul poate fi ulterior transferat catre

fagocitele gazdei. Astfel, urmarirea celulara demonstreaza sensibilitatea IRM la
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susceptibilitatea asociata nanoparticulelor, subliniind in acelasi timp importanta validarii

biologice.
2.5 Imagistica ganglionilor limfatici

Imagistica ganglionilor limfatici reprezintd una dintre cele mai convingatoare aplicatii
clinice ale USPIO. Dupa administrarea sistemica, nanoparticulele sunt transportate
catre si internalizate de macrofagele din tesutul limfatic normal, producand scaderea
semnalului T2/T2*. inlocuirea metastatica reduce captarea normala de catre macrofage
si poate determina, prin urmare, pastrarea relativa a semnalului (Figura 2.3).
Ferumoxtranul si formulari similare au fost investigate pentru stadializarea ganglionara
in neoplaziile pelvine, cancerul de prostatd si alte malignitati [16], iar administrarea
locala de SPIO a fost explorata si pentru cartografierea ganglionului santinela. Aceste
abordari ofera o completare functionala a criteriilor ganglionare bazate pe dimensiune
[17].

Figura 2.3 Caz de ganglion inghinal malign la o pacientd de 47 de ani cu cancer vulvar. Imaginea axialda GRE
ponderata T1 precontrast (A) evidentiazd o marire la limita a ganglionului inghinal drept (sdgeaté albd) comparativ cu
ganglionul inghinal stédng (sdgeatd neagré). Pe imaginea axiald GRE ponderatd T2* precontrast (B), ambii ganglioni
inghinali (s&geti) apar hiperintens. Dupa administrarea contrastului, imaginea axiald GRE ponderatd T2* postcontrast
(C) aratd ca ganglionul inghinal drept (sdgeatd albd) rdmane hiperintens, in timp ce ganglionul stang devine
hipointens (sdgeatd neagra). Imaginea coronald GRE ponderatd T2* postcontrast (D) furnizeazd, suplimentar,
informatii utile pentru planificarea chirurgicald, ilustrédnd raportul ganglionilor cu pliul inghinal. Aceste caracteristici
imagistice indica un ganglion inghinal drept malign la limfografia RM, diagnostic confirmat ulterior histologic, in timp
ce ganglionul stdng s-a dovedit benign. Doza recomandata de USPIO, 2,6 mg/kg, este diluata in 100 mL ser fiziologic
si perfuzaté in 30 de minute. Reprodus din Referinta [6] cu permisiune, in baza licentei Creative Commons Attribution
3.0 Unported (CC BY 3.0).
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2.6 Imagistica tumorala

Imagistica tumoralad cu SPION si USPIO se bazeaza pe trei mecanisme principale:
captarea de catre sistemul fagocitar mononuclear, acumularea pasiva asociata
vascularizatiei tumorale anormale si efectului de permeabilitate si retentie crescuta,
precum si tintirea activa dupa conjugarea suprafetei particulelor cu liganzi pentru
receptori asociati tumorii [18]-[23]. Contributia fiecarui mecanism depinde de tipul
tumorii si de formulare, iar efectul EPR, in special, este heterogen in patologia umana.

Particulele ultrafine pot prezenta un contrast care evolueaza in timp. Particulele mai
mici de aproximativ 5 nm pot produce initial o crestere a semnalului T1 vascular sau
perivascular, iar ulterior pot deveni predominant T2 dupa agregarea in microambientul
tumoral [24]. La nivel hepatic, captarea oxidului de fier de catre celulele Kupffer a
permis istoric diferentierea dintre parenchimul hepatic reticuloendotelial si leziunile cu
activitate fagocitara redusa (Figura 2.4) [8], [9]. La nivel cerebral, extravazarea mai
redusa a ferumoxytolului comparativ cu chelatii mici de gadoliniu poate imbunatati
masurarea volumului sanguin si poate contribui la diferentierea vascularizatiei tumorale

de permeabilitatea barierei hemato-encefalice [25], [26].

Figura 2.4 (A—F) Exemple imagistice de adenom hepatic. Pe imaginea VIBE ponderatd T1 nativad (A) se evidentiaza
un nodul cu hiposemnal heterogen comparativ cu parenchimul lobului hepatic drept din jur. Dupa administrarea lenta
in bolus a Resovist, nodulul prezintad prizé de contrast in faza arteriala (B), fara wash-out semnificativ in faza venoasa
portald (C) si in faza de echilibru (D). Pe secventa HASTE ponderatéd T2 nativa (E), leziunea apare hiperintensé fata
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de parenchimul hepatic, fara modificari semnificative la evaluarea vizuald pe achizitia realizata la 10 minute dupa
administrarea contrastului (F). Analiza cantitativa evidentiaza insa o scadere cu 33% a semnalului nodulului, care
rdmane totusi hiperintens datoritd unei scédderi de 53% a semnalului parenchimului din jur. Este important de
mentionat ca toate imaginile (A—F) evidentiaza mici chisturi in regiunea anterioard a parenchimului hepatic. Reprodus
din Referinta [6] cu permisiune, in baza licentei Creative Commons Attribution 3.0 Unported (CC BY 3.0).
Cercetarile actuale extind aceste principii prin tintire activa, compozitii hibride si
proiectare teranostica. Tintele investigate includ receptori si antigene relevanti pentru
tumorile mamare, prostatice, ovariene, pulmonare si cerebrale, iar studiile clinice si
preclinice continud sa exploreze aplicatii precum caracterizarea tumorilor hepatice,
infiltrarea glioblastomului si stadializarea cancerului vezical [27]—[36]. in ansamblu,
literatura sustine nanoparticulele de oxid de fier ca platforma IRM flexibila, demonstrand
totodata ca translatia reusita necesitd un control riguros al dimensiunii, chimiei

suprafetei, stabilitatii coloidale si destinului biologic.
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Partea a ll-a. Contributii originale

Capitolul 3. Proiectarea si caracterizarea nanoparticulelor
magnetice

Componenta experimentald incepe cu sinteza si caracterizarea cantitativa a unui
miez ultramic de magnetita, conceput pentru a oferi o baza reproductibila tuturor
studiilor ulterioare de IRM si terapie. Cerinta centrald nu a fost doar obtinerea unor
nanoparticule mici de Fe;O,, ci stabilrea modului in care dimensiunea primara,
cristalinitatea, proprietatile magnetice si starea de dispersie modificd raspunsul

magnetic efectiv in apa, medii cu ser si matrici care mimeaza tesutul.

3.1 Sinteza si caracterizarea fizico-chimica

Nanoparticulele magnetice au fost sintetizate printr-o metoda modificata de
coprecipitare, utilizand saruri de Fe(ll) si Fe(lll) intr-un raport masic de 4:5, in prezenta
bromurii de cetiltrimetilamoniu (CTAB) (Schema 3.1). Solutia precursorilor a fost agitata
la temperatura camerei, iar hidroxidul de amoniu a fost adaugat picatura cu picatura, cu
un debit controlat de 1 mL/min. Tranzitia culorii de la portocaliu inchis la negru a indicat
formarea oxidului de fier. Dispersia rezultata a fost centrifugata repetat la 3400 x g timp
de 10 min si spalatd pentru indepartarea componentelor reziduale ale reactiei.
Reproductibilitatea si randamentul sintezei au fost evaluate utilizdnd patru loturi

independente.

1 mL min?

/—b

300 rpm

Schema 3.1 Reprezentare schematica a metodei de sinteza a nanoparticulelor magnetice.

Microscopia electronica de transmisie (TEM) a fost utilizata pentru determinarea
morfologiei si dimensiunii primare a particulelor, iar imprastierea dinamica a luminii
(DLS) si masuratorile potentialului zeta au caracterizat comportamentul coloidal. Din
imaginile TEM au fost masurate peste 1600 de nanoparticule, utilizand diametrul Feret
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minim. Diametrul mediu rezultat a fost de 9,23 + 2,97 nm, majoritatea particulelor avand
dimensiuni intre aproximativ 5 si 25 nm (Figura 3.1). Potentialul zeta in apa a fost de
+31,6 £ 1,8 mV, indicand o suprafata a particulelor puternic incarcata. Randamentul

mediu al sintezei, calculat pentru patru loturi, a fost de 52,83 + 9,20%.

o

300+

200+

100

Number of Nanoparticles

0 10
Diameter (nm)

Figura 3.1 (a) Imagine TEM a nanoparticulelor magnetice, cu bard de scard de 100 nm. (b) Histograma distributiei
dimensionale a particulelor, masurata prin diametrul Feret minim.

Distinctia dintre dimensiunea primara a particulei si dimensiunea hidrodinamica s-a
dovedit esentiala. in apa ultrapurd, DLS a evidentiat o asociere marcata si dependenta
de concentratie: la 1,8 yM Fe3;O,, populatia hidrodinamica dominanta a fost de 1207 +
73 nm; la 0,6 uM au fost identificate populatii de 788 + 88 nm (85%) si 260 + 127 nm
(15%); iar la 0,06 uM populatia dominanta a scazut la 351 + 65 nm. Aceste dimensiuni
sunt mult mai mari decat diametrul TEM si demonstreazéd ca miezurile ultramici
formeaza agregate in dispersie apoasa.

Atunci cand nanoparticulele au fost dispersate in ser fetal bovin (FBS), distributia
hidrodinamica s-a modificat substantial comparativ cu dispersiile in apa (Figura 3.2). La
1,8 uM, dimensiunea dominanta a fost de 508 + 47 nm, in timp ce proba de 0,6 uM a
prezentat populatii centrate la 503 + 125 nm, 41 + 6 nm si 6 £+ 1 nm. La 0,06 uyM, o
fractiune importantd a populatiei a fost detectata la 36 + 1 nm, impreuna cu populatii
mai mari si ultramici. Aceste rezultate sustin rolul stabilizator al proteinelor serice
adsorbite si subliniaza faptul ca mediul biologic poate reduce sau reorganiza agregarea

magnetica, fara a reproduce pur si simplu comportamentul masurat in apa pura.
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a 25| Magnetic nanoparticles in water b 25| Magnetic nanoparticles in FBS
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0.6 uM 0.6 uM
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c c
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Figura 3.2 Distributiile dimensionale DLS ale nanoparticulelor magnetice dispersate in (a) apa ultrapuré si (b) FBS, la
trei concentratii diferite: 1,8 uM (albastru), 0,6 uM (rosu) si 0,06 uM (roz).

Tabelul 3.1. Sinteza principalilor parametri structurali, magnetici si coloidali masurati pentru nanoparticulele ultramici
de Fe;0, sintetizate.

Parametru Rezultat
Diametru TEM 9,23 + 2,97 nm
Dimensiunea cristalitelor XRD 10,3+ 2 nm
Potential zeta in apa +31,6£1,8mV
Magnetizare de saturatie, Ms 52,4 emu/g
Randament mediu al sintezei 52,83 £9,20%

3.2 Caracterizarea structurala si magnetica

Difractia de raze X a identificat o singura faza cubica de tip spinel a oxidului de fier,
compatibila cu Fe;O,. Dimensiunea cristalitelor, calculata din largirea picurilor de
difractie, a fost de 10,3 + 2 nm. Concordanta stransa dintre dimensiunea cristalitelor
determinata prin XRD si diametrul particulelor masurat prin TEM sustine concluzia ca
nanoparticulele sunt predominant monocristaline, si nu agregate policristaline formate
din domenii mai mici.

Magnetometria cu proba vibranta a evidentiat o magnetizare de saturatie de
aproximativ 52,4 emu/g (Figura 3.3b), completand caracterizarea prin XRD a fazei
Fe;O, prezentata in Figura 3.3a. Curba de histerezis nu a avut un comportament
superparamagnetic ideal, prezentand remanenta si coercitivitate reziduale, atribuite in
principal interactiunilor dipolare interparticulare si agregarii [37]. Acest rezultat a

consolidat suplimentar necesitatea interpretarii proprietatilor magnetice impreuna cu
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starea de dispersie: chiar si un miez nominal ultramic poate dezvolta un comportament

magnetic colectiv atunci cand particulele se asociaza in structuri mai mari.

800
a b ]
600 &
3 254
@ £
Q )
g 2
c
2 4004 S 1
1]
£ c
200 M g Ms = 52.4 emu/g
= Mr =13.1 emu/g
Hc = 137 Oe
-504
0 LIRS R B L RENL A R A RN AN RN RN S R | T T T T T T T T T T T T
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2 theta (°) Applied magnetic field (Oe)

Figura 3.3 Caracterizarea structurald si magnetica a nanoparticulelor de Fe;O,. (a) Difractograma XRD si (b) curba
de magnetizare a pulberilor obtinute.

3.3 Relaxometrie prin rezonanta magnetica

Relaxometria prin rezonanta magnetica la camp redus a fost efectuata la 0,5 T (20
MHz), utilizdind o achizite CPMG si analiza prin transformata Laplace inversa a
distributiilor T2. Dispersiile de nanoparticule au fost comparate cu Gadovist intr-un
interval de concentratii. Controlul reprezentat de apa a prezentat un T2 lung, de
aproximativ 2,56 s, in timp ce adaugarea nanoparticulelor magnetice a scurtat relaxarea
transversala intr-un mod clar dependent de concentratie. La cresterea concentratiei
nanoparticulelor, distributiile T2 au devenit mai largi si au aparut mai multe componente,
in concordanta cu existenta unor stari de agregare heterogene.

La concentratii reduse, nanoparticulele ultramici de oxid de fier au produs modificari
de relaxare competitive cu referinta pe baza de gadoliniu, in timp ce, la concentratii mai
mari, agregarea lor in apa pura a determinat un raspuns mai pronuntat, dominant T2
(Figura 3.4). Repetarea masuratorilor in fantome pe baza de agaroza a redus libertatea
de miscare a particulelor si a modificat profilul de relaxare, oferind un mediu mai

apropiat de tesut decéat dispersiile apoase simple (Figura 3.5).
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Figura 3.4 Distributiile timpului de relaxare transversald T2, masurate pentru solutii apoase cu concentratii diferite de
(a) Gadovist si (b) nanoparticule magnetice, precum si curba de scadere a valorii pic-ului principal in functie de
concentratia (c) Gadovist si (d) a nanoparticulelor magnetice.
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Figura 3.5 Distributiile timpului de relaxare transversald T2, mdasurate pentru diferite fantome de agarozd cu
concentratii diferite de (a) Gadovist si (b) nanoparticule magnetice.

Concluzia principala a Capitolului 3 este, asadar, ca miezurile de Fe;0O, sintetizate
sunt reproductibile, ultramici si predominant monocristaline, insa comportamentul lor
magnetic efectiv depinde puternic de mediu. Dimensiunile miezului de aproximativ 9—10
nm, magnetizarea de saturatie de 52,4 emu/g si efectele relaxometrice pronuntate,
dependente de concentratie, au stabilit baza platformei pentru studiile IRM la camp inalt

si NIR dezvoltate in Capitolul 4.
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Capitolul 4. Aplicatii biomedicale ale nanoparticulelor
magnetice

Capitolul 4 transpune rezultatele fizico-chimice in doua evaluari la nivel aplicativ:
IRM la intensitati de camp preclinice si clinice si incalzire fototermica declansata de
NIR. O caracteristica centrala a designului experimental este utilizarea fantomelor pe
baza de agaroza care mimeaza tesutul, si nu doar a dispersiilor de particule, ceea ce
permite evaluarea performantei magnetice si termice intr-o matrice care limiteaza

mobilitatea particulelor si aproximeaza mai bine conditiile tisulare.

4.1 Fantome care mimeaza tesutul si IRM

Fantomele de agaroza au fost preparate utilizidnd un raport agaroza:apa de
aproximativ 1:25, iar in anumite experimente s-a adaugat Intralipid pentru introducerea
imprastierii optice. In matrici au fost incorporate concentratii de Fe;O, cuprinse intre 0,1
si 27,6 yM. Examinarile IRM au fost efectuate atat la 11,7 T, reprezentativ pentru
imagistica preclinica la camp inalt, cat si pe un sistem clinic Siemens Magnetom Altea
de 1,5 T. Protocolul clinic a inclus imagini turbo spin-echo ponderate T1 (TR 2000 ms,
TE 11 ms) si imagini turbo spin-echo ponderate T2 (TR 10.000 ms, TE 111 ms).

La 11,7 T, fantoma de agaroza de control a avut un T1 masurat de 2,459 s.
Incorporarea unei concentratii de doar 0,1 yM nanoparticule magnetice a redus T1 la
1,47 s, iar 3,5 yM l-a redus suplimentar la 0,71 s (Figura 4.1). Relaxarea transversala s-
a modificat si mai pronuntat: T2 a scazut de la 38,7 ms in control la 12,79 ms la 0,1 yM
si la 4,09 ms la 3,5 yM (Figura 4.2). La concentratia mai mare, insa, densitatea
protonica aparenta a fost substantial redusa, ilustrand tranzitia catre o pierdere intensa

de semnal determinata de susceptibilitate.

0.0 M
(control)

3.5 M

0.1 uM

Figura 4.1 Imagine IRM obtinutd la inductia cdmpului magnetic de 11,7 T pentru trei fantome de agarozd cu
concentratii de nanoparticule magnetice de 0 uM (control), 0,1 uM si 3,5 uM, cu timp de ecou TE = 6 ms si timpi de
repetitie diferiti (timp pentru remagnetizare): (a) TR = 0,49 s, (b) TR =0,99s; (c) TR =299 s; (d) TR = 7,99 s si (e)
TR = 9,99 s, pentru explorarea timpului de relaxare longitudinala T1.
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0.0 uM
‘;] (control)
i

0.1 uM

35uM

TE=13.0ms TE =18.5ms TE = 32.5 ms

Figura 4.2 Imagine IRM obtinutd la inductia cdmpului magnetic de 11,7 T pentru trei fantome de agaroza cu
concentratii de nanoparticule magnetice de 0 uM (control), 0,1 uM si 3,5 uM, cu un timp de repetitie TR = 2,6 s si
timpi de ecou diferiti: (a) si (f) TR = 0,49 s; (b) si (g) TR =0,99 s; (c) si (h) TR =299 s; (d) si (i) TR = 7,99 s si (e) si
(g9) TR = 9,99 s, pentru explorarea timpului de relaxare transversald T2.

Imagistica clinica la 1,5 T a confirmat ca mecanismul de contrast este dependent de
concentratie. Concentratiile mari de nanoparticule (aproximativ 1,25-10 yM) au generat
o scadere marcata a semnalului, in concordanta cu agregarea si efectele de
susceptibilitate dominante T2. La concentratii intermediare si mici, inclusiv aproximativ
0,17, 0,08 si 0,02 uM, cresterea pozitiva a semnalului pe imaginile ponderate T1 a
devenit comparabild cu cea produsa de Gadovist in acelasi mediu de fantoma (Figura
4.3). Modificarile semnalului T2 au ramas detectabile chiar la concentratii de
aproximativ 0,01-0,08 pM (Figura 4.4). Prin urmare, aceeasi formulare ultramica de
Fe;O, poate functiona ca agent cu efect T1 la concentratii reduse si ca agent

predominant T2 pe masura ce concentratia si agregarea cresc.

@ © o o ¢

0.34 uM 0.17 uM 0.08 uM 0.02 uM 0.01 uM

|
\

10 UM 5.00 pM 2.50 pM 1.25 uM 0.68 UM

Control sample

5.00 uM 2.50 uM 1.25 pM 0.68 uM

Figura 4.3 Comparatia modificarii semnalului ponderat T1 inregistrat la 1,5 T intre nanoparticulele magnetice
(réndurile superior si mijlociu, cu concentratile exprimate ca molaritate a nanoparticulelor) si Gadovist (randul
inferior), incorporate in fantome pe baza de agaroza la concentratii variabile. Ultima coloand reprezinta proba de
control.
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Figura 4.4 Comparatia modificarii semnalului ponderat T2 inregistrat la 1,56 T intre diferite concentratii de
nanoparticule magnetice incorporate in fantome pe bazé de agaroza si proba de control.

Tabelul 4.1. Timpii de relaxare longitudinala (T1) si transversald (T2) masurati la 11,7 T in fantome de agaroza care
contin concentratii crescétoare de nanoparticule FezO,.

Concentratie Fe;0, T11a11,7T T21a11,7T
0 UM (control) 2,459 s 38,7 ms
0,1 uM 1,47 s 12,79 ms
3,5 uM 0,71s 4,09 ms

4.2 Raspuns fototermic indus de NIR

Testul fototermic (Figura 4.5) a fost conceput pentru a diferentia incalzirea mediata
de nanoparticule de absorbtia directd a apei si pentru a evalua penetrarea prin
materialul care mimeaza tesutul, in paralel cu caracterizarea spectrului de extinctie al
nanoparticulelor (Figura 4.6). Fantomele care contineau 1,7 yM Fe;O, au fost iradiate
cu LED-uri de 850, 970 si 1100 nm la o putere experimentala de 100 mW timp de 15
min, imaginile termice fiind achizitionate la intervale de 30 s. O a doua serie de
concentratii (0,1-27,6 yM) a comparat un LED de 970 nm cu un laser de 980 nm, tot la
100 mW.
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Figura 4.5 (a) Reprezentare schematica a configuratiei de iradiere NIR utilizate pentru evaluarea raspunsului termic
al nanopatrticulelor magnetice in fantome pe bazd de agaroza; (b) fotografii digitale ale fantomelor pe baza de
agaroza care contin concentratii variabile de nanoparticule magnetice.
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Figura 4.6 Spectrul de extinctie al nanoparticulelor magnetice in solutie.

Dintre cele trei lungimi de unda LED, 970 nm a produs cea mai favorabila
combinatie intre profunzimea de penetrare si raspunsul termic (Figura 4.7). Profunzimile
aproximative de penetrare au fost de 1,4 cm la 850 nm, 2,1 cm la 970 nm si 1,3 cm la
1100 nm. 1In fantomele care contineau nanoparticule, cresterile maxime
corespunzatoare ale temperaturii au fost de aproximativ 3,0°C, 5,0°C si 2,8°C,

comparativ cu aproximativ 0,5°C, 1,9°C si 2,0°C in fantomele de control (Figura 4.8).
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Eficientele calculate de conversie fototermica au fost de 45,12% la 850 nm, 71,59% la
970 nm si 16,76% la 1100 nm.
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Figura 4.7 (a) Profilele de emisie ale iradierii cu LED NIR la lungimi de und& de 850 nm, 970 nm si 1100 nm,
comparate cu spectrul de absorbtie al apei; (b) efectele termice si de penetrare indirectd in fantome cu nanoparticule
magnetice (concentratie 1,7 uM) sub iradiere cu LED NIR la 850 nm, 970 nm si 1100 nm. Scala de culori indic&
temperatura atinsa dupa 15 minute de iradiere, iar liniile punctate indica profunzimea de penetrare in fantome.
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Figura 4.8 Imagini termice si efecte de penetrare indirecta in fantomele de control (fard nanoparticule magnetice) sub
iradiere cu LED NIR la lungimi de undé de 850 nm, 970 nm si 1100 nm. Scala de culori indica temperatura atinsa
dupa 15 minute de iradiere, iar liniile punctate indica profunzimea de penetrare in fantome.

LED-ul de 970 nm si laserul de 980 nm au produs profile temporale de incalzire
diferite (Figura 4.9). Iradierea laser a determinat o crestere mai rapida, cu tendinta de a
atinge maximul in aproximativ 5 min, in timp ce incalzirea prin LED a crescut progresiv
pe parcursul celor 15 min de expunere. La cea mai mare concentratie de Fe;0, (27,6
uM), ambele surse de iradiere au produs cresteri de temperaturé de aproximativ 6°C.
Important, un raspuns corespunzator hipertermiei usoare a fost observat deja la

concentratii de aproximativ 3,5 uM.
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Figura 4.9 (a) Imagini termice dupd 15 minute de iradiere, (b) profile de temperaturd pentru un laser de 980 nm si (c)
profile de temperatura pentru un LED de 970 nm. Toate panourile prezintd fantome care contin nanoparticule
magnetice la concentratii de la 0 la 27,6 uM, ilustrand atét distributia termicd, cat si variatia temperaturii in timp.

Tabelul 4.2. Comparatia lungimilor de undé de iradiere NIR, incluzdnd profunzimea aproximativd de penetrare,
cresterea temperaturii asociatd nanoparticulelor si eficienta calculatd de conversie fototermica.

Lungime de unda de C -
L Penetrare aprox. AT cu Fe;0, Eficienta fototermica
iradiere

850 nm LED 1,4 cm 3,0°C 45,12%
970 nm LED 2,1cm 5,0°C 71,59%
1100 nm LED 1,3 cm 2,8°C 16,76%

Aceste experimente demonstreaza ca acelasi miez de Fe;O, poate sustine atéat
IRM, cét si

Eficienta aparenta ridicata de conversie la 970 nm si penetrarea de aproximativ 2,1 cm

contrastul incalzirea indusa de NIR in matrici care mimeaza tesutul.
observata in conditiile experimentale identificd aceasta lungime de unda drept cea mai
eficienta dintre LED-urile testate. Designul fantomelor ofera, de asemenea, o estimare
mai conservatoare si cu relevanta translationala mai mare decat masuratorile efectuate
[38], [39],

nerestrictionata a particulelor pot supraestima performanta termica.

exclusiv in solutii de nanoparticule unde convectia si mobilitatea

O parte dintre rezultatele prezentate in Capitolele 3 si 4 au fost publicate in R. Lapusan et al., ,From
Fundamentals to Applications: Magnetic Nanoparticles for MRI Imaging and NIR-Induced Thermal
Activation in Tissue-Mimicking Environments,” Journal of Materials Chemistry B, 2025, 13, 12056—
12072, DOI: 10.1039/D5TB01160D [40]. Publicatia a fost selectata pentru reprezentare pe coperta a
IV-a a revistel.

Capitolul 5. Ingineria suprafetei biocompatibile si
functionalizare

Agregarea pronuntata, dependenta de concentratie si de mediu, observata pentru
miezurile neacoperite de oxid de fier a motivat o etapa de inginerie a suprafetei.
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Capitolul 5 urmareste, prin urmare, doua obiective complementare: in primul rand,
stabilirea unui strat de BSA care sa imbunatateasca stabilitatea coloidala pastrand
comportamentul magnetic relevant pentru IRM; in al doilea rand, atasarea curcuminei la
sistemul optimizat acoperit cu albumina pentru introducerea fluorescentei [41] si a

functionalitatii terapeutice activabile optic.

5.1 Biocompatibilizarea cu albumina serica bovina

IONs neacoperite, la 1,7 uM, au fost acoperite cu BSA la concentratii de 0,15, 0,30,
0,45 si 0,60 mM, utilizadnd procedura de biocompatibilizare in doua etape prezentata in
Schema 5.1. Albumina in etanol a fost adaugata in dispersia de nanoparticule cu un
debit controlat de 2,3 mL/min, utilizand un raport volumic BSA:ION de 3,5:1. Stratul de
albumina a fost stabilizat cu glutaraldehida 8%, urmata de reactie peste noapte si
tratament ulterior cu lizina. Nanoparticulele acoperite au fost purificate prin doua etape

de centrifugare la 21.380 x g timp de 20 min si resuspendate in PBS sau in mediu

biologic.
| @ 4 ’”
# 7
([ N Ethanol
°
o° BSA B . T
Magnetic molecules 4 Glutaraldehyde 4 Lysine 3“ A
Nanopanicles\, N N ) ( )
<\ <« HEs 4 bigs < biles S
j - 4 'BSA-coataa
_— — Magnetic
=, — = - = K = - Nanoparticles
(@ Desolvation-Induced Coating (@ Crosslinking Stabilization (® Capping Process

Schema 5.1 Reprezentare schematica a procesului in doud etape utilizat pentru biocompatibilizarea IONs cu BSA,
implicand desolvatarea urmata de stabilizare prin reticulare pentru obtinerea unui strat proteic uniform.

DLS a evidentiat un efect clar de stabilizare dependent de gradul de acoperire
(Figura 5.1). Cea mai mica concentratie de BSA (0,15 mM) a fost insuficienta pentru
suprimarea agregarii, in timp ce 0,30 mM a produs o reducere marcata a diametrului
hidrodinamic. Cresterea concentratiei BSA la 0,45 mM a oferit cel mai bun compromis
general intre distributia dimensionala, polidispersitate si performanta magnetica.
Cresterea suplimentara la 0,60 mM nu a adus un beneficiu proportional si a determinat

formarea unui strat proteic mai gros.
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BSA Concentration BSA
0.60 mM N

0.45 mM
0.30 mM

0.15 mM

. Size PDI
Concentration

0.15 mM 186.3 £ 0.9 nm 0.2+0.1

0.30 mM 138.1£2.4 nm 0.1 £0.1

0.45 mM 1495+ 1.2 nm 0.1+0.1

Normalized Intensity (%)

0.60 mM 167.4 £ 2.1 nm 0.1+0.1

10 100 1000
Size (nm)

Figura 5.1 (a) Diametrul hidrodinamic normalizat al IONs acoperite cu concentratii crescatoare de BSA (0,15-0,60
mM), mésurat prin DLS. (b) Tabel care sintetizeaza dimensiunea si valorile PDI ale BIONSs.

Relaxometria T2 la cdmp redus a sustinut independent selectarea concentratiei de
0,45 mM BSA (Figura 5.2). IONs neacoperite au prezentat valori T2 progresiv mai
scurte odata cu cresterea concentratiei Fe;O,, reflectand o defazare magnetica mai
intensd si o agregare heterogena. Acoperirea cu BSA a redus multiplicitatea
componentelor de relaxare si a produs distributii T2 mai omogene. La 0,32 yM Fez0,,
de exemplu, componenta T2 principala s-a deplasat de la aproximativ 61 ms pentru
0,15 mM BSA la aproximativ 110 ms pentru 0,30 mM BSA si la aproximativ 27,6 ms
pentru 0,45 mM BSA; la 1,27 uM Fe;0,, formularea cu 0,45 mM BSA a produs un T2
de aproximativ 7,2 ms. Aceste rezultate demonstreaza ca acoperirea modifica nu doar

stabilitatea hidrodinamica, ci si micromediul magnetic efectiv resimtit de protonii apei.

22



Nanoparticule ultramici de oxid de fier ca platforma nanoteranostica bazata pe IRM:
Proiectare rationala si validare biomedicala

By=05T a By=05T | b
2 2
5 3
s 3 (
o o |
O a ‘ |\
ko] el
g : |
3 | 1.27 uM Fe;0, T | 1.274MFe0, ||\
E | 0.95uMFe0, £ | o95umFe0, ] &
Z | 0.63 uM Fe,O, Z | 0.63 uMFe;0, | f
0.32 pM Fe,0, 0.32 uM Fe0, /|
Control X Control
T T T T T T
10° 10? 10" 10° 10° 107 10" 10°
T.(s) T.(s)
B,=05T B,=05T
| C d
z =)
5 3
© [:]
el e}
[} <]
o [+
3 B | 1.27 pMFe,0, ﬂ
N L)
S T | 0.95uM Fe,0, U H
£ 1.27 uM Fe,0, E A
S 0.95 uM Fe,0, S | 0.63 uMFe;0, f \ J 1
0.63 UM Fe,0, 0.32 uM Fe,0,, B
0.32 uM Fe,0,
Control Control "
T v T T T + T T
10° 10? 10" 10° 10° 10 10" 10°
T,(s) T,(s)

Figura 5.2 Distributiile T2 mésurate la camp magnetic redus (0,5 T) pentru BIONs cu diferite concentratii de BSA: (a)
0,15, (b) 0,30, (c) 0,45 si (d) 0,60 mM, dispersate in apa la concentratii Fe;O, de 0,32, 0,63, 0,95 si 1,27 uM
(albastru), comparativ cu controlul (negru).

Formularea cu 0,45 mM BSA a fost, in consecinta, selectata ca platforma magnetica
biocompatibila optimizatd (BIONs). Albumina oferd o interfatd proteica compatibild cu
mediile fiziologice, reduce contactul necontrolat nanoparticuld—nanoparticula si
furnizeaza, totodata, grupari functionale pentru conjugarea ulterioara. Aceasta strategie
de acoperire abordeaza direct agregarea identificata drept variabila dominanta in

Capitolele 3 si 4.

5.2 Functionalizarea cu curcumina

Curcumina a fost selectatda ca element organic multifunctional deoarece ofera
fluorescenta intrinseca si activitate biologica dependenta de lumina. BIONs optimizate
au fost incubate cu o solutie stoc de curcumina 1,3 x 107 M, intr-un raport de 1:4, timp
de 1 h la temperatura camerei. Produsul (CuBIONs) a fost purificat prin doua etape de
centrifugare la 21.380 x g timp de 20 min, iar incarcarea cu curcumina a fost

cuantificata spectrofotometric utilizand o curba de calibrare la 428 nm.
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Functionalizarea nu a crescut masurabil diametrul hidrodinamic mediu: BIONs au
prezentat un diametru de 131,5 £ 2,3 nm, iar CuBIONs de 131,6 + 2,7 nm, cu un indice
de polidispersitate redus, de aproximativ 0,1 (Figura 5.3a). Potentialul zeta s-a modificat
de la -58,7 = 0,8 mV pentru BIONs la -45,6 + 2,68 mV dupa legarea curcuminei,
oferind dovezi fizico-chimice ale modificarii suprafetei, cu pastrarea unei sarcini

superficiale puternic negative, favorabile stabilitatii coloidale (Figura 5.3b).
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Figura 5.3 Diametrul hidrodinamic normalizat al BIONs, mé&surat prin (a) DLS, si (b) potentialul zeta al BIONs si
CuBIONs.

Caracterizarea optica a furnizat dovezi suplimentare ale asocierii reusite a
curcuminei. Maximul de absorbtie a prezentat o mica deplasare spre albastru, de
aproximativ 5 nm, in timp ce emisia de fluorescenta a devenit semnificativ mai intensa
si s-a deplasat de la aproximativ 586 nm pentru curcumina libera la aproximativ 541 nm
pentru forma legata de nanoparticule (Figura 5.4). Eficienta de incarcare cu curcumina
a fost de 71 + 1%. Datele combinate DLS, de potential zeta si spectroscopice indica
faptul ca curcumina a fost incorporata fara destabilizarea miezului magnetic optimizat,

acoperit cu BSA.

24



Nanoparticule ultramici de oxid de fier ca platforma nanoteranostica bazata pe IRM:
Proiectare rationala si validare biomedicala

a —— CuBIONs b —— CuBIONs 8 541 586
Free Curcumin Free Curcumin 8
S = % (73
° \ [ LED Emission 3 6004 §
2 @ &
© e 3
Ko > N
<3 s £
3 S §
2 \ g 4004 2
5 £
o) )
I e
@© 7]
e o
5 $ 200
= S
3
T
T T T 0 T T
400 450 500 550 500 600 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 5.4 Spectrele normalizate de (a) absorbtie si (b) emisie de fluorescentad ale CuBIONs si curcuminei libere.

Tabelul 5.1. Proprietéti fizico-chimice comparative ale nanoparticulelor de oxid de fier acoperite cu BSA (BIONs) si
ale BIONSs functionalizate cu curcuming (CuBIONSs).

Proprietate BIONs CuBIONs
Diametru hidrodinamic 131,5+2,3nm 131,6 £2,7 nm
PDI ~0,1 ~0,1
Potential zeta -58,7 £ 0,8 mV -45,6 £ 2,68 mV
Incércare cu curcumina - 71+£1%

Capitolul 5 stabileste astfel o transformare etapizatd de la nanoparticule de Fe;O,
neacoperite la o nanoplatforma multifunctionalad stabila. BSA la 0,45 mM limiteaza
agregarea si ofera o interfata biocompatibila, in timp ce curcumina introduce un marker
optic si o componenta fotosensibilizatoare fara a modifica semnificativ dimensiunea
hidrodinamica. Formularea CuBION rezultata a fost ulterior utilizata pentru validarea

prin IRM/RMN, studii fotodinamice si evaluari biologice.

Capitolul 6. Aplicatii biomedicale ale nanoparticulelor
magnetice functionalizate

Capitolul 6 evalueazéd daca avantajele fizico-chimice obtinute prin ingineria
suprafetei se traduc in performantd la nivel aplicativ. Testele combina deliberat
parametri fizici si biologici: IRM la camp inalt si RMN localizat evalueaza stabilitatea
magnetica, un test chimic pentru oxigen singlet cuantifica activitatea fotodinamica,
studiile de viabilitate testeaza toxicitatea in absenta iradierii si raspunsul declansat de
lumina, iar microscopia de fluorescenta evalueaza captarea si penetrarea atéat in culturi

celulare bidimensionale, cat si in sferoizi tumorali tridimensionali.
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6.1 IRM, RMN si stabilitate coloidala

Au fost preparate fantome pe baza de agaroza cu patru capilare liniare, umplute cu
mediu de control, IONs neacoperite, BIONs si CuBIONs, si examinate la 11,7 T (Figura
6.1). In timpul expunerii la gradientii puternici ai scannerului s-a observat o diferenta
calitativa evidenta: IONs neacoperite au migrat si s-au acumulat, producand regiuni
localizate in hiposemnal, in timp ce BIONs si CuBIONs au ramas semnificativ mai
omogene. Experimentul a furnizat astfel o demonstratie macroscopica directa a faptului

ca acoperirea cu albumina suprima agregarea si migrarea induse de campul magnetic.

T;-weighted images T,-weighted images

| ¥ (WL

[Q ] ov oo

PBS-filled

AT

FBS-filled

Figura 6.1 Imagini IRM la camp inalt (11,7 T) ale fantomelor pe baza de agaroza care contin patru capilare liniare
umplute, de la stdnga la dreapta, cu mediu de control, IONs, BIONs si CuBIONs. Primele dou& rénduri corespund
fantomelor umplute cu PBS, iar ultimele doua randuri fantomelor umplute cu FBS. Coloanele din stadnga prezinta
imagini ponderate T, iar cele din dreapta imagini ponderate T,. Tonurile mai inchise indica regiuni cu intensitate mai
micd a semnalului, iar tonurile mai deschise corespund unei intensitéfi mai mari a semnalului.

Distributiile T2 localizate si spectrele RMN 'H (Figura 6.2) au confirmat observatia
imagistica. IONs neacoperite au produs distributii de relaxare mai largi si mai putin
omogene, precum si rezonante protonice largite/deplasate, reflectand o susceptibilitate
magnetica spatial heterogena. BIONs si CuBIONs au generat un comportament T2 mai
uniform si au pastrat semnale ale apei mai inguste. Important, addugarea curcuminei nu

a anulat efectul stabilizator al stratului BSA. Datele la camp inalt conecteaza astfel
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Figura 6.2 Distributiile T2 localizate (a, b) si spectrele RMN 'H (c, d) pentru fantome pe bazéa de agaroza care contin
PBS sau FBS si nanoparticule magnetice: IONs neacoperite, BIONs si CuBIONSs. (a, c) Probe dispersate in PBS; (b,

d) probe dispersate in FBS.
6.2 Activitate fotodinamica si raspuns in vitro

Activitatea fotodinamica a fost evaluata cu ajutorul sondei DPBF pentru oxigen
singlet Tn timpul iradierii la 458 nm timp de 120 s. Atat curcumina libera, cat si CuBIONs
au indus degradarea progresiva a DPBF (Figura 6.3), demonstrand generarea speciilor
reactive de oxigen. Randamentul cuantic calculat al oxigenului singlet a crescut de la
aproximativ 0,45 pentru curcumina libera la 0,58 pentru CuBIONs. Aceasta crestere
moderata este compatibila cu stabilizarea fotosensibilizatorului de catre nanoplatforma
pe baza de albumina si confirma faptul ca curcumina isi pastreaza fotoactivitatea dupa

conjugare.
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Figura 6.3 Degradarea moleculei DPBF pe parcursul a 120 s de iradiere cu laser la 458 nm, in stare libera ca martor
(negru), in prezenta curcuminei libere (galben) si in prezenfa CuBIONs (roz).

Celulele de adenocarcinom murin C26 au fost utilizate ulterior pentru evaluarea
citocompatibilitatii si fotoactivarii. IONs neacoperite, intr-un interval al concentratiei
Fe;0, de aproximativ 5,3-340 nM, nu au redus semnificativ viabilitatea dupa 24 h, in
timp ce BIONs au produs doar o usoara tendinta inhibitorie la cea mai mare
concentratie testatd (Figura 6.4). Similar, curcumina libera si CuBIONs, la o
concentratie de curcumina de aproximativ 9,3 yM, nu au produs un efect citotoxic

semnificativ Tn absenta iradierii, in conditiile selectate (Figura 6.5).
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Figura 6.4 Efectele IONs neacoperite (a) si ale BIONs cu 0,45 mM BSA (b) asupra viabilitatii celulelor de
adenocarcinom murin C26. Datele sunt prezentate ca procent mediu al viabilitatii celulare + SD din determindri
efectuate in triplicat. Semnificatia statistica este indicatd in raport cu martorul netratat — linia punctata albastra (p <
0,01, *p < 0,001; ANOVA unifactoriala cu test post hoc).
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Figura 6.5 Efectele curcuminei libere (a) si ale CuBIONs (b) asupra viabilitatii celulelor de adenocarcinom murin C26.
Datele sunt prezentate ca procent mediu al viabilitatii celulare £ SD din determindri efectuate in triplicat. Semnificatia
statistica este indicata in raport cu martorul netratat — linia punctata albastra (p < 0,01, *p < 0,001, **p < 0,0001;
ANOVA unifactorialé cu test post hoc).

Dupa iradierea la 455 nm, s-a observat insa o scadere clara, dependenta de lumina,
a viabilitatii celulelor C26 atat pentru curcumina libera, cat si pentru CuBIONs (Figura
6.6). Dupa 10 min de iradiere, viabilitatea celulara s-a redus cu aproximativ 30%
comparativ cu martorii neiradiati (p < 0,0001), in timp ce iradierea singura nu a generat
un efect comparabil. Aceste rezultate demonstreaza ca CuBIONs pastreaza activitatea
fotodinamicd a curcuminei si c& raspunsul biologic depinde de activare, nefiind

consecinta unei toxicitati bazale semnificative a nanoparticulelor.

100~ == == === mm e e

B % %k %k %k
Il Control
50 —

Free Curcumin

Cell viability (%)

I CuBIONs

455 nm LED Irradiation

Figura 6.6 Efectul curcuminei libere (galben) si al CuBIONs (roz) asupra viabilitatii celulelor de carcinom colonic
murin C26 dupad 24 h de incubare. Viabilitatea celulara a fost evaluata prin testul fosfatazei acide, iar datele sunt
exprimate ca medie + SD (n = 3), normalizate la martorul netratat, neiradiat (linia punctaté albastra, viabilitate 100%).
Semnificatia statistica a fost determinata in raport cu grupul de control (p < 0,01, *p < 0,001, **p < 0,0001, ***p <
0,00001, ****p < 0,000001; ANOVA unifactoriala cu test post hoc).
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6.3 Captare celulara si imagistica prin fluorescenta

Microscopia de fluorescenta a demonstrat o fluorescenta intracelulara asociata
curcuminei substantial mai intensa dupa incubarea cu CuBIONs decéat cu curcumina
libera (Figura 6.7). in culturile bidimensionale C26, CuBIONs au produs un aspect
citoplasmatic punctiform intens, compatibil cu internalizarea nanoparticulelor, in timp ce
molecula libera a generat un semnal mai slab. Aceasta diferenta arata ca transportorul
magnetic pe baza de albumina imbunatateste livrarea incarcaturii fluorescente catre

celulele tumorale, pastrand simultan miezul de oxid de fier activ in IRM.

CuBIONs Free Curcumin Control

Figura 6.7 Imagini de microscopie confocald de fluorescentad care evidentiazd captarea celularad in culturi C26 de
cancer colorectal dupd 24 h de incubare: CuBIONs (stdnga), curcumind liberd (centru) si martor netratat (dreapta).
Nucleii au fost colorati cu DAPI (albastru), iar fluorescenta curcuminei apare in verde. Bare de scard: 50 um (sus), 10

pm (jos).

Sferoizii tridimensionali de cancer colorectal C26 au fost utilizati pentru a testa
platforma intr-un model cu bariere de difuzie care reproduc mai fidel tesutul tumoral
solid. Dupa 24 h de incubare, reconstructia confocald tridimensionald a evidentiat
fluorescenta intensa asociatda CuBIONSs in intregul volum al sferoidului (Figura 6.8).
Achizitile Z-stack, cu pasi de aproximativ 2,5 ym, au documentat semnal pe o
profunzime de aproximativ 350 pm, iar analiza planului optic central a confirmat
fluorescentd asociatd nanoparticulelor la profunzimi de peste 300 um, cu pastrarea
morfologiei sferoidului (Figura 6.9).
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CuBIONs Free Curcumin Control

Figura 6.8 Reconstructie confocald 3D prin fluorescenté a sferoizilor de cancer colorectal C26 dupa 24 h de incubare
cu CuBIONs (stanga), curcumina liberd (centru) si martor netratat (dreapta). Nucleii au fost colorati cu DAPI
(albastru), iar fluorescenta curcuminei apare in verde. Z-stack-urile au fost achizitionate cu un pas de 2,5 um,
acoperind o profunzime totald de aproximativ 350 um si permitdnd vizualizarea intregului volum al arhitecturii
sferoidului.
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Figura 6.9 Imagini confocale de fluorescenta si transmisie din planul Z central al sferoizilor C26 dupa 24 h de
incubare cu CuBIONs (sus), curcumind liberd (centru) si martor netratat (jos). Nucleii au fost colorafi cu DAPI
(albastru), iar fluorescenta curcuminei apare in verde. Bare de scara: 100 um.

Tabelul 6.1. Sinteza principalilor parametri functionali obtinuti pentru platforma de nanoparticule magnetice
functionalizate, incluzand comportamentul IRM/RMN, activitatea fotodinamica, citocompatibilitatea si penetrarea in
sferoizi 3D.

Parametru functional Rezultat principal

. BIONs si CuBIONs au ramas mai omogene decat IONs
Stabilitate IRM/RMN ’ . L
neacoperite la camp nalt

Randamentul cuantic al oxigenului o
0,45 pentru curcumina libera; 0,58 pentru CuBIONs

singlet
Citotoxicitate in absenta iradierii Fara scadere majora a viabilitatii in conditiile selectate
Raspuns fotodinamic ~30% reducere a viabilitatii dupa 10 min de iradiere; p <
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Parametru functional Rezultat principal
0,0001
Penetrare n sferoizi 3D Fluorescenta detectata la profunzimi de peste 300 pm

Rezultatele obtinute in modelul 3D sunt deosebit de importante deoarece
performanta nanoparticulelor in culturi celulare monostrat nu prezice neaparat
penetrarea tisulara. Capacitatea CuBIONs de a ramane stabile coloidal, de a pastra
fluorescenta si de a patrunde profund in sferoizi compacti sustine relevanta functionala
a acoperirii cu BSA. impreuna cu datele IRM/RMN si fotodinamice, aceste experimente
valideaza CuBIONSs ca platforma cu adevarat multimodala, si nu ca simplu amestec de

componente magnetice si fluorescente.
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Concluzii finale si perspective

Aceasta teza de doctorat a dezvoltat o platforma nanoteranostica bazata pe IRM
prin integrarea nanoparticulelor magnetice ultramici de Fe;O, cu ingineria rationala a
suprafetei, comportament termic sensibil la NIR, fluorescenta si activitate fotodinamica.
Strategia experimentala a progresat in mod deliberat de la sinteza materialului catre
medii cu complexitate crescanda, permitand evaluarea fiecarui nivel functional
suplimentar in raport cu proprietatile magnetice si coloidale stabilite in etapa

precedenta.

Primul rezultat major a fost sinteza reproductibila a nanoparticulelor ultramici de
magnetita, cu un diametru TEM mediu de 9,23 + 2,97 nm si o dimensiune a cristalitelor
XRD de 10,3 £+ 2 nm. Concordanta stransa dintre aceste valori indica faptul ca
particulele sunt predominant monocristaline. Magnetizarea lor de saturatie a fost de
aproximativ 52,4 emu/g, iar potentialul zeta in mediu apos de +31,6 £ 1,8 mV. in acelasi
timp, DLS a demonstrat ca dimensiunea hidrodinamica efectiva nu este dictata de
miezul primar: in apa ultrapura s-a produs o agregare substantiala, dependenta de

concentratie si modificatad de prezenta proteinelor serice.

Aceasta dependenta de dispersie s-a dovedit centrala pentru comportamentul IRM.
Relaxometria la camp redus a evidentiat o scurtare T2 progresiv mai accentuata si
componente de relaxare tot mai heterogene odata cu cresterea concentratiei
nanoparticulelor. In fantomele de agaroza la 11,7 T, 0,1 yM Fe3;O, a redus T1 de la
2,459 s la 1,47 s si T2 de la 38,7 ms la 12,79 ms; la 3,5 uM, T1 a scazut la 0,71 s, iar
T2 la 4,09 ms. Imagistica clinica la 1,5 T a demonstrat suplimentar un comportament
dual dependent de concentratie: concentratiile mici/intermediare au sustinut o crestere
pozitiva a semnalului T1 comparabila cu Gadovist, in timp ce la concentratiile mai mari

au predominat susceptibilitatea si scaderea de semnal asociata T2.

Al doilea rezultat major a fost demonstrarea faptului ca acelasi miez ultramic de
Fe;O, poate sustine incalzirea induséd de NIR Tn matrici care mimeaza tesutul. Dintre
LED-urile investigate, 970 nm a oferit cea mai mare profunzime masurata de penetrare,
de aproximativ 2,1 cm, impreuna cu o crestere a temperaturii asociata nanoparticulelor
de aproximativ 5°C la 1,7 pM si o eficienta calculata de conversie fototermica de

71,59%. Experimentele dependente de concentratie, realizate cu un LED de 970 nm si
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un laser de 980 nm, au aratat ca hipertermia usoara poate fi obtinuta incepand de la
aproximativ 3,5 yM Fe;0, si ca dinamica termica difera intre excitatia cu LED pe arie

larga si excitatia laser focalizata.

Al treilea rezultat a fost dezvoltarea unei formulari cu suprafata modificata, care
abordeaza direct agregarea identificata in studiile asupra miezului. Variatia sistematica
a concentratiei de albumina a aratat ca 0,45 mM BSA ofera cel mai favorabil compromis
intre dimensiunea hidrodinamica, polidispersitate si comportamentul T2. BIONs
optimizate au fost ulterior functionalizate cu curcumina, cu o eficienta de incarcare de
71 £ 1%. Aceasta modificare a pastrat un diametru hidrodinamic de aproximativ 132 nm
si un potential zeta puternic negativ, introducand in acelasi timp fluorescenta

intensificata si functionalitate activabila optic.

Particulele functionalizate au ramas active magnetic si semnificativ mai omogene
decéat IONs neacoperite in timpul IRM la camp inalt. Masuratorile T2 localizate si RMN
'H au sustinut aceeasi concluzie, demonstrand ca acoperirea cu BSA limiteaza
agregarea si migrarea magnetica fara a elimina efectul asupra relaxarii. Conjugarea
curcuminei nu a compromis aceasta stabilizare. Aceste experimente stabilesc chimia
suprafetei drept o variabila practicd de control pentru imbunatatirea reproductibilitatii

IRM, si nu doar ca pe o modificare biologica a miezului anorganic.

Masuratorile fotodinamice au confirmat ca incarcatura de curcumina ramane activa
dupa functionalizare. CuBIONs au generat oxigen singlet cu un randament cuantic de
aproximativ 0,58, comparativ cu aproximativ 0,45 pentru curcumina libera. in celulele
C26, IONs neacoperite, BIONs si CuBIONs nu au prezentat citotoxicitate importanta in
absenta iradierii in conditiile selectate, in timp ce fotoactivarea a produs un raspuns
terapeutic clar. Aproximativ 10 min de iradiere cu lumina albastra au redus viabilitatea
celulara cu aproximativ 30%, cu semnificatie statistica inalta, in timp ce iradierea

singura nu a reprodus acest efect.

In final, microscopia de fluorescenta a demonstrat ca transportorul magnetic acoperit
cu albumind imbunatateste substantial livrarea celulard a curcuminei. CuBIONs au
produs o fluorescentd intracelulara mai intensa decét curcumina libera in culturile 2D
C26 si au penetrat profund sferoizii 3D de cancer colorectal. Analiza confocala Z-stack

a demonstrat fluorescenta asociatéd nanoparticulelor la profunzimi de peste 300 pum,
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oferind dovezi ca dispersia optimizata si interfata de albumina raman relevante

functional intr-un model tumoral tridimensional compact.

Impreund, aceste rezultate sustin o relatie coerentd structurd—dispersie—functie.
Dimensiunea si cristalinitatea miezului primar stabilesc potentialul magnetic; agregarea
determina modul in care acest potential se exprima prin contrast T1 sau T2 si
influenteaza comportamentul termic; acoperirea cu BSA imbunatateste controlul
coloidal; iar curcumina adauga fluorescenta si activitate fotodinamica fara a anula
performanta IRM. CuBIONs rezultate combina astfel detectabilitatea prin IRM,
vizualizarea prin fluorescenta si actiunea terapeutica declansata de lumina intr-o

singura platforma nanometrica.

Studiile viitoare ar trebui sa prioritizeze biodistributia in vivo, farmacocinetica,
performanta ca agent de contrast IRM si siguranta, inclusiv evaluarea cantitativa a
acumularii in ficat, splina si tumori. Componenta fotodinamica poate fi optimizata prin
ajustarea incarcarii cu fotosensibilizator, a lungimii de unda de excitatie si a parametrilor
de iradiere, iar selectivitatea tumorald ar putea fi imbunatatita prin liganzi de tintire
activa. Strategiile combinate care integreaza PDT cu raspunsul fototermic demonstrat,
chimioterapia conventionala sau alte terapii locale merita, de asemenea, investigate. in
final, translatia clinica va necesita standardizarea formularii, stabilitate pe termen lung si
fabricatie reproductibila, impreuna cu validarea in modele de boalad in care IRM poate
ghida in mod relevant diagnosticul, planificarea terapeutici sau monitorizarea

tratamentului.
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