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Scopul lucrarii

Tn ultimele decenii un segment important al cercetarilor stiintifice a avut ca obiectiv
dezvoltarea tehnicilor de diagnostic si tratament in domeniul medical, cu precadere in vederea
terapiei cancerului. Imagistica prin Rezonanta Magneticd Nucleara (MRI) se aplica in primul
rand pentru diagnosticarea unei game variate de afectiuni, de la tumori si boli demielinizante la
nivelul creierului, pana la leziuni meniscale fine sau leziuni ale arterelor si venelor [1-5]. Tn cazul
utilizarii agentilor de contrast in MRI, s-a dezvoltat idea de a obtine materiale care pe langa
proprietatile de agent de contrast pentru rezonanta magnetica sd prezinte si propietdti pentru
efectuarea unui tratament tintit [6]. Aceste substante sunt denumite materiale teranostice [7].
Agentii de contrast utilizati in MRI se impart in functie de ponderea cu care modifica timpii de
relaxare in trei mari cateogori: agenti de contrast spin-retea T; (agenti de contrast pozitivi) -
distributia acestora va produce in imagini zone cu hipersemnal (zone luminoase); agenti de
contrast care afecteaza timpul de relaxare spin-spin T, (agenti de contrast negativi) - prezenta lor
va induce 1n imagine zone de hiposemnal (zone intunecate) si agenti de contrast duali - acestia
afecteaza in ponderi egale si timpul de relaxare spin-retea si timpul de relaxare spin-spin [8].

Scopul acestei teze a fost de a cerceta posibile materiale noi de contrast, pe baza de
disprosiu si fier, pentru metoda de investigare MRI, si care si poata fi luate in considerare
totodata si pentru folosirea lor in tratamente prin hipertermie.

Prepararea probelor si investigatiile asociate au fost efectuate Tn cadrul Institutului de
Cercetari Interdisciplinare in Bio—Nano-Stiinte §i la Centrul National de Rezonanti
Magnetica din cadrul Facultitii de Fizica a Universitatii ,, Babes-Bolyai” din Cluj-Napoca.

Metoda sol-gel folosita primordial in prepararea probelor studiate in teza este larg utilizata
pentru obtinerea unei game extinse de materiale noi, cu aplicatii intr-o serie de domenii, atat
tehnologice cat si biomedicale. Procesul sol-gel permite sinteza unor materiale oxidice vitroase
de omogenitate ridicatd, cu proprietati dorite de duritate, transparenta optica, durabilitate chimica
si rezistentd termica, structura acestora fiind de regulad realizata la temperatura camerei, spre
deosebire de tehnica conventionala de obtinere prin racirea topiturilor, care implica temperaturi
mult mai ridicate [9, 10]. Aplicand metoda sol-gel se pot obtine materiale intr-o varietate larga:
pudra ultrafina, filme subtiri, fibre, membrane microporoase, precum si materiale extrem de
poroase. De asemenea, pornind de la metoda sol-gel se pot obtine probe sub forma de pulbere
prin liofilizare sau pulverizare aplicAnd metoda freeze-drying, respectiv spray-drying.



Rezultate experimentale pentru sistemul cu disprosiu

A fost sintetizat sistemul (100-x)SiO,xDy,03 cu diferite concentratii ale oxidului de
disprosiu (0 < x < 10 % mol). Probele obtinute prin metoda sol-gel sunt sub forma de pulbere.
Pentru realizarea acestora s-a plecat de la precursorul tetraetilortosilicat (TEOS) Si(OC,;H5), ca
precursor al SiO,, iar pentru oxidul de disprosiu Dy,03; s-a folosit ca precursor azotat de
disprosiu (Dy(NO3)3-9HO,).

Solutiile astfel obtinute s-au Tmpartit in trei parti, pentru a fi utilizate la trei metode
diferite de extragere a solventului din porii retelei formate: (i) gelare si apoi uscare la
temperatura de 35 °C (probe notate SG/sol-gel), (ii) gelare urmati de liofilizare (probe notate
FD/freeze-drying), (iii) uscare prin pulverizare (probe notate SD/spray-drying). Probele rezultate,
cu concentratii molare 0, 5 si 10 % Dy,03, au fost supuse unor tratamente termice si apoi
investigate in vederea identificarii modificarilor structurale induse de introducerea Dy,03 si de
tratamentul termic.

S-a efectuat analiza termicd §i termo-gravimetrica 1in intervalul de temperaturd cuprins
ntre 20-800°C, cu o viteza de incilzire de 10°C/minut.
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Din datele DTA, TGA obtinute [11] s-a stabilit efectuarea unui tratament termic la
temperatura de 600°C. Analiza prin difractie de raze X Tnainte si dupa tratamentul termic la
600°C arata ci cele trei tipuri de probe SG, FD si SD sunt amorfe.

Au fost analizate prin spectroscopie de absorbtie in infrarosu probele tratate termic obtinute
prin cele trei tipuri de metode de sintezd. Spectroscopia FTIR ofera informatii suplimentare
legate de modificarile structurale induse de aditia oxidului de disprosiu dar si informatii legate de
modificarile ce apar in urma tratamentului termic.

Banda de la 450 cm™ este atribuita atat vibratiilor legaturilor Dy-O-Dy, cat si vibratiilor de
deformare a legiturilor Si-O-Si. La 590 cm™ se giseste banda atribuita vibratiilor de intindere
simetrica a legaturilor Si—-O-Si in unitati SiO, de tip Q4, umirul de la 940 cm™ este asociat
vibratiilor de intindere a legaturilor $i-O” n unitati SiO, de tip Q% la 1080 cm™ se inregistreaza



banda atribuita vibratiilor de intindere antisimetrice a legaturilor Si—O-Si din unitati SiO4 de tip
Q% 1a 1640 cm™ banda atribuita apei absorbite, iar la 3500 cm™ apare banda atribuita vibratiilor
de intindere a legaturilor O-H.

Marimea particulelor si potentialul zeta au fost masurate prin metoda difuziei dinamice a
luminii. Conform acestor masuratori, marimea medie a particulelor variaza intre 0,5 si 4 um,
potentialul zeta negativ, cuprins intre -16 si -44 mV, indica o buna stabilitate a suspensiilor
obtinute cu probele studiate.

Analiza prin spectroscopie fotoelectronica de raze X (XPS) evidentiaza aparitia disprosiul
la suprafata acestora proportional cu cantitatea de Dy,0; introdus in compozitia probelor.
Prezenta carbonului se datoreazd contamindrii inevitabile cu carbon a tuturor probelor expuse in
aer.
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Compozitia elementald teoretica in interiorul probelor (% at), precum si compozitia
elementala de pe stratul exterior al probelor determinate experimental din spectrele XPS, cu
omiterea carbonului de contaminare, este redata in tabelul urmator.

Element
O Si Dy Dy/Si
X (mol%)
o 0 66.7 333 - -
° 5 66.2 30.6 3.2 0.10 N 5 o
§ 10 65.6 281 63 022 Compozitia elementala (at %) preconvl'zata in
probele presupuse omogene si compozitia de pe
0-FD 53.3 46.7 - - stratul exterior al probelor, determinatd
f_,cg 5-FD 55.3 41.2 35 0.08 | experimental prin XPS.
GEJ 10-FD 55.5 38.1 6.4 0.17
= 0-SD 53.9 46.1 - -
% 5-SD 54.1 42.0 3.9 0.09
10-SD 53.0 39.7 7.3 0.18




Spetrele de inalta rezolutie O 1s se inregistreaza in domeniul 525-540 eV. Pentru a evalua
raportul NBO/BO dintre numarul atomilor de oxigenilor nepuntati (NBO non-bridging oxygen)
si puntati (BO - bridging oxygen), intr-o prima Tncercare am inclus toate contributiile oxigenilor
nepuntati NBO intr-o singura componenta.

Deconvolutiile spectrelor in jurul valorilor de 531 si respectiv 533 eV, arata ca raportul
dintre atomii de O nelegati/nepuntati si respectiv legati/puntati (NBO/BO) pe suprafata probelor
depinde atat de compozitia cat si de metoda de preparare. Componenta BO este atribuita
unitatilor structurale Q4 in timp ce componenta NBO include contributiile de 1a atomii de oxigen
implicati in unitati Q,cu n < 4.
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Analiza spectrelor XPS de Tnalta rezolutie Si 2p, reliefiaza faptul ca energia de legatura a
fotoelectronilor Si 2p, este aproape de 103 eV in probele studiate, in timp ce valoarea raportata
pentru sticla SiO, pura este de 103,6 eV. O usoara deplasare spre valori mai mici ale energiilor
de legatura se observa concomitent cu introducerea Dy,0s.
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Prin cresterea concentratiei de oxid de disprosiu §i prin tratamentul termic aplicat,
modificarile structurale care au fost induse la nivelul structurii locale in probe sunt evidentiate si
prin modificarea spectrelor °Si NMR. Spectrele *°Si MAS-NMR ale probelor liofilizate, Tnainte
de tratamentul termic prezinta linii largi cuprinse in intervalul 80-130 ppm.
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Odata cu introducerea oxidului de disprosiu in matricea silicata se observa o polimerizare
a retelei cristaline (deplasare a centrului de greutate a spectrului **Si MAS-NMR spre valori ale
deplasarii chimice mai mari) cat si un efect de dezordine la mica si medie distanta. Astfel liniile
de rezonanta sunt mai largi si se suprapun. Investigatiile °Si MAS-NMR a celor trei sisteme a
mai evidentiat faptul ca proba cu x=10%, obtinuta prin metoda sol-gel prezinta aglomerari de
centri paramagnetici la un nivel care face imposibila analiza NMR. Trebuie sa tinem cont de
faptul ca, datoritd prezentei ionilor paramagnetici de Dy** n apropierea unor atomi de siliciu,
timpul de relaxare caracteristic >°Si este schimbat n mod dramatic.
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Analiza spectrelor °Si MAS-NMR pentru probele FD si SD aratd o polimerizare a
matricii de silice odata cu aditia Dy,03.

Datele obtinute in urma deconvolutiilor probelor FD (100-x) SiO,x Dy,O3nainte de tratamentul termic

Proba QW Deplasare Largimea Ponderea
chimica liniei Q™ (%)
(ppm) (ppm)
100(SiOy) Q? -91.93 4.69 5.34
Q’ -101.11 6.29 46.53
Q* -110.59 5.58 46.13
95(Si0,) Q’ -90.50 15.88 11.05
5(Dy20; Q° -103.25 15.05 32.64
Q* -111.00 16.99 56.29
90(Si0;) Q’ -91.95 4.94 1.59
10(Dy,05) Q° -101.46 14.66 34.31
Q° -109.41 16.60 64.10

Datele obtinute in urma deconvolutiilor probelor FD (100-x)SiO,xDy,05 tratate termic

QW Deplasare Largimea Ponderea

Proba chimica liniei Q™ (%)
(ppm) (ppm)

100(Si0,) Q’ - - -

Q° -102.00 15.53 25.15

Q* -109.55 13.06 54.83
95(Si0,) Q’ -93.21 5.50 3.51
5(Dy,05) Q’ -102.35 15.00 4253

Q° -111.49 18.06 53.56
90(Si0;) Q’ -91.92 8.33 1.59
10(Dy,03) Q° -102.00 19.11 36.90

Q* -110.98 24.58 61.31

Rezultatele obtinute in urma deconvolutiilor efectuate pentru spectrele inregistrate pe
ambele tipuri de probe, FD si SD, arata ca pentru 5% si 10% Dy,03 raportul unitatilor Qn este
relativ similar indicand, o matrice silicatica asemanatoare pentru cele doud metode de sinteza.

Pentru evaluarea capacitatii de crestere a contrastului in imagistica prin rezonanta
magnetica nucleard, respectiv pentru caracterizarea evolutiei parametrilor T; si T, pentru
compusii celor trei sisteme s-au efectuat investigatii cu protocoale RARE-T; si RARE-T, (RARE
- rapid acquisition with relaxation enhancement pulse sequence / rapid acquisition
refocused echo).
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Imagini achizitionate cu protocol IRM  Imagini achizitionate cu protocol IRM Turbo
Turbo RARE de tip T, pe proba FD RARE de tip T, pe proba FD

Timpul de relaxare T, este influentat de fluctuatiile campului magnetic local, datorat
prezentei centrilor paramagnetici, si de interactiunile locale. Dupa cum se observa in imaginile
de mai sus, obtinute cu protocol IRM de achizitie structurala, materialul sintetizat cu disprosiu
prezinta caracteristici de agent de contrast pe seama timpului de relaxare T,, fapt confirmat si de
calculele de relaxometrie.

Pentru verificarea cantitativa, s-au efectuat analize de relaxometrie cu protocolul de tip
RARE-T1+T,- map, care permite calcularea timpilor de relaxare pentru fiecare timp de ecou al
secventei de pulsuri. Timpul de ecou este timpul dintre momentul excitarii unei sectiuni si
momentul in care se masoara semnalul. Timpul de relaxare T, s-a masurat din intensitatea
semnalului MR la diferite valori TE.
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Din evaluarile de relaxometrie se poate observa evolutia relaxarii T, care este influentata
de dimensiunea particulei (in acest caz, nano si micro-metri), de concentratia Dy,O3 si de
ponderea relativa a unitatilor Q,, Qs, Q4. Pentru probele FD cu 5 si 10% Dy,03 s-a determinat un
timp de relaxare T, mai mic decat cel obtinut pentru solutia de NaCl sau pentru proba fara
Dy,03. Pentru proba cu 5% Dy,03, datorita faptului ca dimensiunea particulelor este de ordin
nanometric, o cantitate mai mare de proba va ramane suspendata in solutie, lucru care se reflecta
in valoarea mica a timpilor de relaxare, ceea ce conduce la obtinerea unui contrast ridicat.

Pentru metoda SD, cea mai mica valoare a timpului de relaxare T, s-a obtinut perntru
proba fara disprosiu, n timp ce pentru probele cu 5 si 10 % Dy,03 valorile au fost mai mari, ceea
ce aratd ca datorita dimensiunii micrometrice a particulelor, acestea nu riman in suspensie.

Probele au fost imersate in SBF si pastrate timp de 26 zile la temperatura de 37 °C, dupa
care au fost reanalizate semnalele MRI, utilizAndu-se protocolul de caracterizare relaxometrica.
Solutiile in care au fost imersate probele au un semnal mai scazut, deoarece compusii pe baza de
disprosiu sunt agenti de contrast negativi. Se observa ca valoarea cea mai scazuta a semnalului
este data de proba cu 5% Dy,0s.
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Intensitatea semnalului MRI, in u.a., mdsuratd la diferiti  Intensitatea semnalului MRI, in u.a., mdsurata la diferiti
timpi de ecou, pentru probele SD imersate in SBF timpi de ecou, pentru probele FD imersate Th SBF

Proba FD cu 5% Dy,03 scade intensitatea semnalului cel mai mult, lucru favorabil
deoarece se doreste introducerea in corp a unei concentrati cat mai mici de compusi ce fac parte
din clasa pamanturilor rare. Rezultatele acestor investigatii au condus la nivelul urmator de
investgare a probei FD cu 5% Dy,0j3 si anume testele toxicologice pe culture de celule, scopul
final fiind investiagatiile in-vivo.

Testele de biocompatibilitate au fost efectuate la Universitatea de Medicina si Farmacie,
Cluj-Napoca, pe celule HUVEC specifice celulelor din cordonul ombilical si pe celule
cancerigene specifice cancerului de colon DLD1. Testele au fost repetate de 3 ori pentru o
analiza cat mai exactd. Astfel s-a putut observa din setul de teste HUVEC ca pentru proba SD
fara disprosiu dilutiile cu 100 pg/ml si 10000 pg/ml nu schimba semnificativ mediul celular, in
schimb celelalte doua dilutii 1000 respectiv 100000 pg/ml sunt nocive. Toate dilutiile probelor
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obtinute prin metoda SD, cu o concentratie de 5% Dy,03, sunt viabile, biocompatibile cu
celulele, fara a produce modificari majore asupra acestora, iar pentru probele cu concentratie de
10% Dy,0s3, doar o dilutie cu concentratie mare de 100000 pg/ml de proba prezinta toxicitate
mare, restul dilutiilor fiind compatibile cu mediul celular.

Pentru probele fara disprosiu obtinute prin metoda FD, se observa compatibilate pentru
toate dilutiile cu mediul celular, la concentratii de 5% Dy,03 doar la dilutia de 100000 pg/ml
celulele sufera modificari majore, pentru restul dilutiilor biocompatibilitatea fiind buna. Probele
FD cu 10% Dy,03; modifica mediul celular, nefiind biocompatibile.

Testele pe celulele cancerigene DLD1 specifice cancerului de colon au aratat ca in cazul
probelor SD fara disprosiu, doar dilutia cu 100000 pg/ml distruge celulele, restul dilutiilor
neaducind schimbéri majore mediului de testare.

HUVECs
0.8-
0.6
Q o4 0 vs 100000 Yes Fkk
S 0.4-
0 vs 10000 No ns
0.2+ 0 vs 1000 No ns
0 vs 100 No ns
0.0-

0 100 1000 10000 100000
pg/ml of FD5%

Testele pe celule HUVEC cu dilutii intre 100 si 100000 ug/ml de proba FD 5% Dy,03

DLD1
0.8-
0.6
A 0 vs 100000 Yes *xk
o 04 — 0 vs 10000 Yes ok
0.2 0 vs 1000 Yes fola
0vs 100 Yes *
00 100 1000 10000 100000

png/ml of FD5%

Testele pe celule DLD1cu dilutii intre 100 si 100000 ug/ml de proba FD 5% Dy,05
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Rezultate experimentale pentru sistemul cu fier

Sistemul (100-x)[0.5Si0,-0.3Na,0]-xFe,03 (x =0, 1, 3, 5, 10 si 20% Fe,03) s-a obtinut
prin metoda sol-gel plecand de la precursorii TEOS (tetraetilortosilicat - Si(OC,H5)4 pentru SiO»,
Na(NOs3) si Fe(NO3)3 pentru NayO si respectiv Fe;Os. Solutiile s-au impartit in doua parti, pentru
care s-au folosit doua metode diferite de extragere a solventului din porii retelei formate: (i)
gelare si apoi uscare la temperatura de 35 °C (SG), (ii) gelare urmata de liofilizare (FD). Probele
obtinute au fost supuse unor tratamente termice si apoi investigate in vederea identificarii
modificarilor structurale induse de aditia Fe;O3 si NayO si de tratamentele termice aplicate.

Din datele DTA, TGA obtinute [12] s-a stabilit efectuarea unui tratament termic la
temperatura de 600°C timp de 3 ore.

TGA 3%

“F gj/

76.34C

\\—5563%
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~:2361%

31000C

740.03C

200 400 600
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Curbele DTA si TGA x=3%

TGA 5%

DTA
uw

1.420%

2135% -21821% |

0 200 400 600
Temp [C]

Curbele DTA 5i TGA x=5%

In difractogramele de raze X se identifica linii inguste si intense specifice cristalelor de
azotati, denotand reziduri nedizolvate din azotatii precursori ai Fe;03si NaO.
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Difractogramele DRX pentru probele cu fier obtinute

prin metoda FD netratate termic
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20

Difractogramele DRX pentru probele cu fier obtinute

prin metoda SG netratate termic

Pe baza informatiilor obtinute din difractogramele de raze X s-a decis spalarea prin
agitare a probelor in apa distilata, timp de 1h si 30 min, dupa care au fost filtrate prin filtre de
100 microni. Tn urma tratarii termice si a spalarii probelor, analiza prin difractie de raze X arata
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ca faza cristalina asociata nitratilor s-a dizolvat in timpul spalarii. Mai mult, pentru probele cu
concentratie mare de fier se pune 1n evidentd ca dupa tratament si spalare ele prezinta structura
necristalind, in timp ce pentru probele cu concentratie mai mica de fier apare o faza cristalina
noud, evidentiatd de liniile inregistrate Tn intervalul 20 < 26 < 36° specifica oxidului de siliciu
sub forma de cristobalit.

FD_TT_SP

SG_TT_SP

20 %
10 %

10 %

I 5%

3%

\ h \ A 1% b
Aok gy 1%
0% Y 11

T T Y L] 60
0 20 40 60

Difractogramele DRX pentru probele cu fier obtinute Difractogramele DRX pentru probele cu fier obtinute
prin metoda FD tratate termic prin metoda SG tratate termic

Aceste diferente structurale intre probele cu pana la 3 % Fe;Oj3 si cele cu continut mai
mare de fier sunt observate si prin analiza spectroscopica in infrarosu efectuatd pentru probele
tratate termic.
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Testarea in-vitro a bioactivitatii probelor s-a facut dupi imersarea lor in fluid biologic
simulat (simulated body fluid - SBF) pentru o perioadd de 14 zile pentru a observa
comportamentul acestora intr-un mediu apropiat celui in-vivo.

Concentratiile atomice la suprafata probelor au fost extrase din spectrele XPS. Probele au
fost analizate atat Tnainte cat si dupa 14 zile de incubare in SBF la 37 °C, in conditii statice.
Compozitia chimica pe stratul exterior, determinata prin XPS, si cea determinata de EDXS intr-
un strat mai profund, a fost investigata atat inainte, cat si dupa 14 zile de imersie in SBF, pentru
probele cu 3 si 5 % biocompatibile cu mediul celular.

Comporzitia elementara (% at) determinata prin analiza XPS inainte si dupa imersie in SBF

Elements —
Probei C (@] Si Na Fe N Ca P
_ Inainte de 198 | 481 | 192 10.9 0.6 14 - -
x=3 imersie
Dupa imersie 11.0 50.5 30.0 2.6 0.4 1.3 29 1.3
B Tnainte de 19.6 46.5 23.0 9.2 0.8 0.9 - -
X=5 imersie
Dupa imersie 19.1 46.8 28.2 2.6 0.5 0.7 1.6 0.5
survey FD | survey SG
- w SG%
IFD 5 SBF L
r Mwu (SRR S Y N
A Jd |
™ Lﬁvi_/\}u‘uﬁ - %
12I00 lOIOO 8(‘)0 6(‘)0 4(‘)0 2(‘)0 0 - 12‘00 10‘00 BlI)O 6[‘)0 4(‘)0 Z(IJO 0
Binding energy (eV) Binding energy (eV)
Spectrele XPS survey pentru probele FD Spectrele XPS survey pentru probele SG

Studiile efectuate la temperature camerei prin rezonanta electronica de spin (RES) pune
in evidenta linii de rezonanta centrate Tn jurul valorilor g = 4.3 si g =~ 2.0 specifice ionilor Fe*
din sisteme necristaline. Ponderea lor depinde de continutul de Fe,O3 din probe si de tratamentul
termic aplicat.
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Spectrele Fe** EPR pentru probele FD

Linia de la g = 4.3 se datoreaza ionilor izolati de Fe**, situati Tn pozitii de simetrie
scazutd, caracterizate prin camp cristalin intens. Linia de la g = 2.0 este atribuita ionilor Fe**
dispusi Tn pozitii cu simetrie octaedrica, caracterizate prin cdmp cristalin slab, precum si ionilor
Fe** implicati Tn interactiuni dipolare puternice si/sau in interactiuni de superschimb.

Spectrele #Si MAS NMR pentru probele netratate termic arati o polimerizare a retelei
silicate (deplasare a centrului de greutate a spectrului 2°Si MAS NMR spre valori ale deplasarii
chimice mai mari) cat si un efect de dezordine la mica si medie distantd, odata cu introducerea
fierului in retea si prin scaderea ponderii unitatilor Q, si Qs in favoarea cresterii ponderii
unititilor Qq. In astfel de cazuri deconvolutia spectrelor 293i MAS NMR nu este unica.
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Dupa cum se observa din imaginile MRI in vitro, probele cu fier prezintd un
comportament de agent de contrast prin T, confirmat si de calculele date de protocolul MRI de
relaxometrie. Pentru verificarea cantitativa s-a efectuat analiza de relaxometrie cu protocolul de
tip RARE-T1+T,- map, ce permite evaluarea timpilor de relaxare Ty si To.

Imagini achizitionate cu protocolul TurboRARE-T, pe probele SG (a) si FD (b) dupd imersare in SBF

Curbele de relaxometrie sunt obtinute din imaginile achizitionate cu protocolul dedicat
relaxarii transversale, Turbo Rare T,. Dupa cum se observa in imaginile de mai sus contrastul
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creste odatd cu cresterea aditiei de fier, si in ambele cazuri concentratia 5% Fe;O3 ofera cel mai
bun contrast.

Fe_FD_ttsp a ’:S%
1.1x10° 4 FDttl
/ —v— FDHt3
10x10° - / Fous Intensitatea semnalului MRI masurata la diferiti
osao’y 27 timpi de ecou pentru probele FD
9.0x10° - /

8.5x10° 4

Intensity (u.a.)

AN
N \

\ RN

7.5x10° o \

6.5x10° 4

La fel ca in cazul probelor FD, si pentru probele SG s-a confirmat ca odata cu cresterea
concentratiei ionilor paramagnetici probele se comporta ca agent de contrast negativ, adica scade
timpul de relaxare T, al intregului sistem Tn care a fost diluat.

Studiile au fost completate cu teste de verificare a unui posibil efect citotoxic indus de
acesti compusi, prin monitorizare de celulele control si celule tratate cu diferite concentratii de
probe preparate prin SG si FD, cu ajutorul microscopului optic cu contrast de faza. Acest lucru a
permis identificarea imediata a morfologiei celulelor si compararea celulelor control cu celulele
tratate cu diferite concentratii de substanta. Atat tehnica MTT, test de proliferare in timp real
care foloseste MTT- bromurd de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazoliu, cét si tehnica
,wound healing” au condus la urmatoarele concluzii:

- o concentratie mai mare de 5 % fie probele SG, fie la cele FD afecteaza viabilitatea si
proliferarea celulara, mai mult decat atat aceste concentratii de substantd conduc la
moartea celulara.

- dintre toate concentratiile testate, concentratia de 1%, 3%, 5% si dilutiile aferente au
permis obtinerea unor date relevante si cu aplicabilitate atat in vitro cat si in vivo.

- concentratia optimad de 5 % nu a avut efect toxic asupra liniilor celulare alese pentru acest
studiu, nu le-a fost afectata morfologia, proliferarea, capacitatea de migrare si refacere a
zonei lezate si adeziunea celulard. In urma testelor de biocompatibilitate, care au aratat ca
probele cu concetratia mai mare, 10% si 20% fier au distrus celulele in totalitate, s-a
decis scoaterea acestora din studiile efectuate ulterior, ramanand in studiu doar probele
care au trecut testul de biocompatibilitate.
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MTT assay

ControlcelsS% D1 D2 Did3 i34 5% D1 D2 pi3 Dis

Testul de citotoxicitate, prin tehnica MTT (sus) si tehnica ,, wound healing” (jos)

Tn urma examinarii rezultatelor de biocompatibilitate si a celor de relaxometrie s-a trecut
la testarea acestora in vivo ca agenti de contrast pentru MRI, alegadndu-se pentru injectarea in
sobolan a probelor cu concentratii de 3% si 5% obtinute prin cele doua metode, imersate in SBF.
Modelul experimental a fost realizat in concordantd cu ghidul privind cazarea si ingrijirea
animalelor formulate de Conventia Europeana pentru protectia animalelor vertebrate folosite n
scopuri experimentale si in alte scopuri stiintifice.
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Investigatie morfologica MRI pentru evaluarea caracteristicilor de contrast a compusilor cu 3% fier
in solutie de NaCl (proba SG — stdnga, proba FD — dreapta).

Investigatie morfologica MRI pentru evaluarea caracteristicilor de contrast a compusilor cu 5% fier
in solutie de NaCl (proba SG — stdnga, proba FD — dreapta)

EX5

Imagini pe sobolan martor

Imaginile au fost inregistrate pentru sobolani injectati cu solutie diluata cu 3% si 5%

proba cu fier obtinuta prin cele doua metode de sintezd, in comparatie cu o imagine care
reprezintd un sobolan martor. Se observa contrastul bun obtinut pentru sobolanii injectati si ca
substanta de contrast obtinutad este dusa prin intermediul sangelui in tot tesutul. Achizitiile MRI
au fost efectuate cu protocolul TurboRARE-high-res dedicat imagisticii pentru timpul de

relaxare T, si cu protocolul TurboRARE-T,.
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Testele finale de histopatologie au aratat 0 toxicitate usoara hepatica, dar nu s-a observat
depunerea fierului in hepatocite. Examinarea fragmentelor renale nu a evidentiat modificari
histopatologice notabile.

Concluzii

pentru sistemul dopat cu Dy,03

S-au obtinut microparticule de compozitie (100-x)SiO'xDy,03 (0 < x < 10 % mol) cu
dimensiuni de 1-4 um prin trei metode de sinteza sol-gel (SG), liofilizare (FD) si uscare prin
pulverizare (SD), tratate apoi termic la 600 °C, pe baza rezultatelor analizei DTA/TGA.

Rezultatele 2°Si MAS-NMR pentru probele obtinute prin metoda FD arati o
interconectare mai mare a unitdtilor structurale fatd de cele obtinute prin metoda SD si o
polimerizare a retelei silicate odata cu aditia oxidului de disprosiu.

Analiza suprafetei microparticulelor efectuata prin XPS arata ca disprosiul apare pe
stratul exterior al probelor cu 5 % mol Dy,03 in concentratie apropiata de valoarea teoretica, dar
pentru proba cu 10 % mol Dy,0s3 se evidentiaza o aglomerare partiala a disprosiului la suprafata.
Raportul mai mare la suprafatd intre NBO/BO pe esantioanele cu 5%, decat pe cele cu 10%
Dy,0;3 sprijina ipoteza de aglomerare partiald a disprosiul in proba cu 10 % mol Dy,Oj3 care rupe
reteaua Silicatica.

Proprietatile de agent de contrast in MRI testate cu protocoalele RARE —T1 si Rare —T2
indica faptul ca probele cu disprosiu au caracteristici de agent de contrast negativ. Curbele de
relaxometrie arata ca cel mai bun contrast este dat de probele cu o concentratie de 5% mol de
Dy,03 obtinute prin metoda FD, care, dupa cum arata si testele in vitro, ofera un numar sporit de
ioni de disprosiu la suprafata microparticulelor, datoritd raportului mare suprafatd/volum si
depolimerizarii avansate Tn matricea gazda de silica.
specifice cordonului ombilical, probele care prezinta biocompatibilitate, obtinute prin cele trei
metode de preparare, pot fi folosite pentru teste in vivo. Cu atat mai mult, testele facute pe
celulele cancerigene DLD1, de tip cancer de colon, ne arata cd aceleasi probe si dilutiile lor, care
sunt biocompatibile cu celule HUVEC, distrug in mare parte celulele cancerigene de tip DLD1.

pentru sistemul cu Fe,O3
S-au obtinut particulele de compozitie (100-x)[0.5SiO,-0.3Naz0]-xFe;03 (0 < x <20 % mol) prin
metoda clasica sol-gel si prin liofilizare, ulterior tratate termic la la 600 °C, de dimensiuni
micrometrice. Acest sistem poate fi considerat si pentru aplicatii in tratamentele prin hipertermie.
Prin metoda de analiza “*Si MAS-NMR s-a pus in evident ca doparea cu oxid de fier a
matricei silicatice si tratamentul termic are ca efect o usoard depolimerizare a retelei pentru
probele tratate temic.
Liniile de rezonanta electronica de spin centrate n jurul valorilor g = 4.3 si g = 2.0 sunt
influentate de cresterea concentratiei de fier si de tratamentul termic, reflectand faptul ca in
regiunile bogate in fier distributia ionilor Fe®* este neomogena.
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Probele analizate prin microscopie electronica prezinta morfologii diferite in functie de
metoda de preparare respectiv uscare. Probele obtinute prin cele doud metode au granulatie mica
si o structura poroasa, cu dimensiuni ale porilor intre 30-65 nm pentru probele imersate in SBF.

Diminuarea continutului de fier pe suprafata probelor dupa imersia in SBF, evidentiata
prin analiza XPS, se datoreaza atasari pe suprafata probelor a calciului si fosforului care
migreaza din SBF.

Datele de relaxometrie arata ca probele 1, 3 si 5 % Fe,O3 au timp de relaxare T, mai mic
decat cel obtinut pentru solutia de NaCl sau pentru proba fara fier. Imaginile MRI pentru teste in
Vitro pun in evidenta un contrast mai bun pentru probele cu 5 % Fe,Os.

Testele de biocompatibilitatea arata ca probele cu 1, 3 si 5 % Fe;O3 nu determina
modificari majore asupra celulelor, fiind astfel recomandate pentru teste in vivo pe model animal.

Testele in vivo au ardtat proprietati de agent de contrast negativ pentru probele cu
concentratii mici de fier.
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