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Introducere
Investigatiile preclinice de imagistica RM, atat in vivo cét si cele in vitro, s-au dovedit a fi

extrem de importante, fiind in multe cazuri o precondtie pentru trecerea la cercetarea clinica. Tn
cadrul cercetarii preclinice utilizand campuri magnetice ultra Tnalte nu este necesara folosirea
agentilor de contrast, necesitate ce se impune in studile de imagistica clinica la campuri magnetice

mai joase.

Versalitatea utilizari tehnicii de imagistica RM in cadrul studilor preclinice a fost
demonstrata n studile de cercetare atat cele ex vivo, cat si cea in vivo. Informatile obtinute prin
utilizarea acestei tehnici a permis evidentierea diferitelor stadii de dezvoltare a sisemului nervos
uman dar si utilizarea acesteia pentru diagnosticara post-mortem a malformatilor congenitale
embrionare fiind o alternativa la autopsia clasica. Cercetarile in vivo preclinice au aratat, de
asemena, ca utilizarea tehnicii RM este necesara indiferent daca se studiaza patologii sau

farmacocinetica unor medicamente pe model animal.

Particulele de silice dopate cu ioni paramagnetici Dy si Gd au fost sintetizate cu succes prin
utilizarea sintezei chimice bazate pe metoda Stober modificata, avand potentiale aplicatii ca agenti

de contrast pentru imagistica prin rezonantd magnetica (IRM).

Analizele de caracterizare structurald aratd un caracter amorf al structurii particulelor
(XRD), o buna stabilitate termica (DTA/TGA) si o forma sferoida (SEM), (TEM). Stabilitatea
hidrodinamica a fost demostrata prin analiza potentialuli Zeta si prin DSL. Integrarea ionilor de

Dy si Gd in reteaua de silice a fost demonstrata prin spectroscopiile MAS-NMR, EPR si FTIR.

Examindrile de relaxare prin rezonanta magneticd (R-MR) ale probelor indica o rata
ridicata de relaxivitate pentru particulele dopate cu Dy, facandu-le adecvate ca agent de contrast
pentru imagistica prin rezonanta magnetica T2. Acest lucru este in contrast cu rezultatele obtinute
pe particulele dopate cu Gd care sunt un agent de contrast eficient pentru IRM Ti. In special, daca
structura de silice incorporeaza atat Gd, cat si Dy, particulele obtinute sunt potrivite pentru
imbunatatirea contrastului In imaginile ponderate T si T2. Aceste caracteristici ale probelor sunt
sustinute si de valoarea raportului de relaxivitate (r2/rl) pentru cele trei probe dopate cu ioni
paramagnetici. Rezultatele confirma sustenabilitatea aplicatiilor de agent de contrast IRM, atét in

imagistica ponderata Ti, cat si in T2 pentru toate cele trei probe sintetizate.




Capitolul 1.

Imagistica prin rezonanta magnetica (IRM) reprezinta metoda de diagnostic non-invaziva,
fara a utiliza radiatie ionizanta, pentru studii clinice si pentru cercetarea preclinica. IRM este o
tehnica de imagistica ce permite obtinerea de imagini cu contrast si rezolutie spatiala ridicata n

special a tesuturilor moi [1].

Calitatea informatiilor obtinute in investigarea tesuturilor moi, utilizand imagistica MR, a
facut ca acesta tehnica sa fie utilizata cu succes pentru investigarea tesutului nervos central la
diferite stadii de dezvoltare a embrionilor [2], [3], [4] dar si in cazul studiilor de patologie

embrionara [5] .

Tn cazul studiilor preclinice pe animale, tehnica de imagistica RM, are un mare avantaj atat
din punct de vedere etic, deoarece animale nu sunt sacrificate in cadrul studiului, cét si din punct
de vedere al calitatii informatiilor obtinute Tn cadrul experimentului. Relevanta imagisticii RM in
studiile preclinice a fost demonstrata Tn diferitele experimente interdisciplinare realizate cu
scanerul MR preclinic de 7T [6], [7], [8], [9].

Raportul semnal-zgomot si prin urmare, rezolutia spatiala/temporala creste in mod nativ
odatd cu intensitatea campului magnetic (>3 T), aceste intensitati de camp fiind utilizate in special
in aplicatiile preclinice. Tn diagnosticul clinic predomina intensitatea moderati a campului
magnetic (0,5-3 T) ce duce la necesitatea utilizarii agentilor de contrast care joaca un rol din ce in
ce mai important pentru a creste sensibilitatea imaginii prin imbunatatirea contrastului in regiunile

de interes (ROI) [10].

In IRM, se misoara timpul de relaxare (Ti- timpul de relaxare longitudinala, T2- timp de
relaxare transversal) [11]. Semnalul IRM tinde sa creasca odata cu scurtarea T1 si scade odata cu

scurtarea T2 [12].

Agentii de contrast sunt folositi pentru a modifica ratele de relaxare a protonilor si pentru
a imbunitati vizualizarea diferentelor dintre tesuturile normale si cele bolnave [13] [14]. Tn functie
de modul de modificare a contrastului, agentii de contrast sunt impartiti Tn agenti de contrast
pozitivi (T1) acestia produc o crestere a intensitatii semnalului in regiunea de interes (ROI) (zone

cu hipersemnal -imagini mai luminoase) in imaginile de tipul T1-ponderate. O a doua categorie de




agenti de contrast sunt cei negativi, prezenta acestora produce o scadere a intensitatii semnalului
n ROI (zone cu hiposemnal-imaginii mai Tntunecate) in imaginile de tipul T>- ponderate [15]. lar
cea de a treia categorie de agenti de contrast sunt cei duali unde sunt utilizate doua moduri diferite

de imagistica ponderate simultan Ty si T2 [16].

Cei mai utilizati agenti de contrast in diagnosticul clinic au Tn componenta ioni de Gd,
acesta are efect pozitiv in imaginile RM fiind T1-ponderate; efect ce este datorat celor 7 electroni
neimperecheati (momentul magnetic efectiv este 7.29 uB) care perturba relaxarea protonilor din
tesut Tnvecinat rezultand o scurtare eficientd a timpului de relaxare longitudinald si cresterea

intensitatii semnalului de rezonanta magnetica [17] [18].

Compusii pe baza de Dy>* care au un moment magnetic efectiv ridicat (10.6 uB) si prezinti
un timp de relaxare electronica scurt (aproximativ 10*®sec) permit relaxarea ridicata a protonilor
Tn cdmpuri magnetice ultrainalte fiind astfel un agent de contrast negativ (T2) [18]. Induce relaxarea
T intr-o masura neglijabild, deoarece miscarea orbitala cu electroni 4f este mult mai rapida decat
miscarea lentd a spinului protonului. Tn timp ce miscarea de spin a electronului 4f in Gd®* se
potriveste indeaproape cu relaxarea lenti a spinului protonului. Prin urmare, Dy** nu este potrivit
pentru agentii de contrast IRM Ty, dar este potrivit pentru agentii de contrast RMN T in diferite
forme de nanoparticule din cauza valorii momentelor magnetice ale particulelor care contin Dy>*
la temperatura camerei. Relaxarea T este legata doar de momentul magnetic total al unui agent de
contrast, deoarece este indusa in principal de fluctuatia unui cdmp magnetic local generat de

agentul de contrast [19] .

Mai recent, cererea din ce in ce mai mare pentru agenti de contrast a determinat Tncercari
de a combina imagistica T1si T2 intr-o maniera sinergica pentru a evita posibilele artefacte RM
[20] si pentru a imbunatati sensibilitatea deoarece modurile de imagisticd combinate T1—T> pot
permite validarea incrucisata a datelor obtinute, producand informatii complementare si auto-

confirmate pentru precizie si sensibilitate ridicata [21].

Particulele sferoide de silice mezoporoasa ofera o multitudine de avantaje cum ar fi
porozitate crescuta, functionalizare usoara a suprafetei, biocompatibilitate, toxicitate scazuta, fiind
usor de fabricat cu proceduri de cost relativ scazute si sunt ideale pentru gazduirea de molecule

intr-o gama largd de dimensiuni, forme si functionalitati [22][23].




Metoda Stober [25] este o abordare clasica de sinteza a particulelor sferice de silice si a

fost utilizati pentru a sintetiza aceste particule sferoide cu aditie de ioni de Gd** si Dy*".

Scopul aceste pirti a studiului a fost sinteza microsferoide de SiO, dopate cu ioni de Gd**

si Dy*" Tn scopul de a fi utilizati ca agenti de contrast in imagistica de rezonanti magnetic.

Dupa Introducere, Tn Capitolul | se prezinta principiile fundamentale a cea ce presupune
rezonanta magneticd nucleara fiind prezentate fenomenele fizice precum spinul nuclear, efectul
Zeeman dar si cei mai importanti doi parametrii ce caracterizeaza absorbtia de energie a spinilor
nucleari si anume timpul de relaxare spin-retea si timpul de relaxare spin-spin, acestia din urma
fiind parametrii ce caracterizeaza sistemele de spini. Se mai prezinta transformarea matematica a

semnalelor si distributia spatiald a acestora intr-un spatiu matematic virtual.

Capitolul al Ill-lea prezintd modul in care se face trecerea de la informatii sub forma de
spectre la informatie sub forma de imagini; sunt prezentate atdt componentele care sunt necesare
pentru aceasti transformare cat si principiul fizic care presupune codarea spatiali a informatiei. In
cadrul acestui capitol sunt expuse proprietatile necesare pe care trebuie sa le indeplineasca un

biomaterial pentru a se califica pentru agent de contrast in imagistica RM.

In capitolul IV sunt prezentate investigatiile preclinice interdisciplinare realizate cu
scanerul MRI 7T si rezultatele obtinute prin utilizarea aceste tehnici in studiul sistemului nervos
uman- cercetare de embrioni umani ex vivo; investigati prin IRM post mortem pentru depistarea
malformatilor congenitale; demonstratia ca IRM este un instrument util pentru imagistica
conditiilor anatomice ale morfologiei canalului radicular extern si intern in scopuri endodontice.
Tn a doua jumatate a acestui capitol sunt expuse rezultatele utilizari tehnici IRM in studii in vivo:
integrarea biomaterialului in tesut dupa implantare si urmarirea periodica a cestui proces;
investigatia morfologica a glandelor veninoase in cazul speciei Ameiurus Nebulosus; urmarirea
proceselor inflamatori Tn cazul induceri leziunilor dentare periapicale si studiul de farmacocinetica

cu luteina Tn cazul experimentului pe model animal.

Capitolul V prezinta , in prima parte, in detaliu, metoda de sinteza a sferoidelor de silice
dopate cu ioni paramagnetici, aceasta fiind metoda clasica Stober modificata, astfel incat sa se

obtind aceste materiale cu proprietatile fizice necesare pentru a fi agenti de contrast In imagistica

e
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RM. Tn continuarea acestui capitol sunt expuse tehnicile de caracterizare structurala utilizate pentru

a demonstra caracterul de agent de contrast al probelor obtinute Tn urma sintezei.

In partea a doua a capitolului V sunt prezentate rezultatele experimentale obtinute prin
utilizarea tehnicilor experimentale prezentate in capitolul anterior, analize ce au fost necesare

pentru determinarea proprietatilor fizice ale materialelor noi sintetizate.

In capitolul VI sunt expuse concluziile cercetiri care inglobeazi rezultatele obtinute
utilizand imagistica RM. In cadrul experimentelor in vivo si ex vivo s-a demonstrat versatilitatea
utilizari acestei tehnici Tn cercetarea preclinica si importanta acesteia in cadrul acestor studii. lar
in cazul studiului unor agenti de contrast cu pamanturi rare ipoteza initiala a cercetarii a fost
confirmata prin rezultatele obtinute. Tn acest capitol se regisesc si perspectivele de continuare a
acestei cercetari care pot duce in final la obtinerea unui biomaterial care se va putea utiliza in

imagistica RM ca agent de contrast dual.

Aceastd lucrare se Tncheie cu prezentarea rezultatelor stiintifice detinute pe parcursul
acestor ani de cercetare si nu in ultimul rand cu multumirile aduse oamenilor care m-au sustinut in

realizarea acestei cercetari.

Capitolul 4. Studii preclinice de imagistica prin rezonanta magneticala7 T

In cadrul cercetarii, utilizand tehnica RM, abordarea multidisciplinara a fost una necesara
si facila, care Tn acelasi timp sustine dezvoltarea de noi directii de aplicare a acestei tehnologii
care a dus la obtinerea de rezultate deosebite in cercetarea embrionard. O astfel de abordare de
cercetare interdisciplinara o reprezinta studiile ex-vivo de diagnostic si de urmarire a dezvoltarii

sistemului nervos Tn diferite stadii de dezvoltare embrionara fara a altera probele.

Cercetarile in vivo realizate pe animale fara a afecta integritatea acestora, reprezinta un atu
important al tehnicii de imagistica RM. Si acest tip de cercetare se realizeaza in cadrul unor
colaborari multidisciplinare, fiind implicate colective din domeniul medicinei umanei si

veterinare.




Scanerul Bruker Biospec 7.0 Tesla

Scanerul Biospec are capacitatea de a furniza, non-invaziv, o multitudine de informatii

functionale si anatomice in vivo. Tehnologia cryoprobe RMN state-of-the-art combinata cu

magnetii USR ofera o 1nalta rezolutie spatiala, permite imagistica si spectroscopia pe 1H si o serie

de alte nuclee MR-active, cum ar fi 31P, 23Na, 19F si 13C. Exemple de studii care pot fi efectuate
cu sistemul BioSpect 70/20 USR includ:

v

Imaginile "clasice” bazate pe T1, T2 sau densitatea de protoni, de obicei sunt
folosite pentru a arata detalii anatomice;

Fluxul de sange in artere sau vene (angiografia prin rezonantd magneticad sau
MRA);

Vascularizatia sangelui prin tesuturi, oferind harta fluxului sangvin cerebral (CBF)
si volumul sangvin cerebral (CBV);

Difuzia moleculara a apei prin tesuturi, (tractografie si difuzarea imaginilor tensor
(DTN);

Gradul relativ de apa legata si nelegata prin contrast de transfer al magnetizarii
(MTC);

Miscarea tesuturilor, cum ar fi activitatea inimii ce are ca rezultat masurarea
frecventei de ejectie si miscarea miocardului;

Temperatura in tesuturi si masuratori de pH intracelular;

Oxigenarea sangelui pentru a arata zonele creierului activate de stimuli - RMN
functionalad (fMRI);

Modificari in vascularizatia sangelui prin tesuturi, ca raspuns la tratamentul

farmacologic (phMRI);




Studii ex-vivo

Intelegerea morfogenezei organelor in diverse stadii de dezvoltare oferd o perspectivi
asupra mecanismelor de dezvoltare a anomaliilor congenitale. Tehnicile de rezonantd magnetica

sunt metode eficiente pentru obtinerea datelor morfologice detaliate ale embrionilor.

Micro-RMN al embrionilor umani este o metoda de cercetare morfologica relativ noua in
domeniul embriologiei moderne. Ofera detalii precise ale embrionului in curs de dezvoltare

datorita unei rezolutii spatiale de pana la 20 pm/pixel [2].

Cercetarile de imagistica RM pe embrioni au fost realizate prin colaborarea cu
departamentul de embriologie de la Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Iuliu Hatieganu” din

Cluj-Napoca.

Primul studiu al acestei abordari de cercetare embrionard a avut ca scop caracterizarea
morfologica a creierului Tn curs de dezvoltare al embrionilor avortati, in doua stadii Carnegie, cu

ajutorul examenului anatomic, impreuna cu imagistica prin micro-rezonanta magnetica.

Analiza prin rezonantd magnetica a fost efectuata folosind un scaner Bruker Biospec 7.04
Tesla (Ettlingen, Germania). Au fost utilizate protocoale bazate pe o secventa ponderatd T2 2D

pentru a analiza morfologic embrionii in cele trei planuri anatomice.

Scanarea axiald 2D a fost efectuatd cu o grosime a feliei de 300 de microni si diferite
distante intre felii. Prin reducerea campului vizual la 0 valoare cu doar 20 % peste cea mai mare
amprenta axiala 2D si prin cresterea numarului de medii la 32, s-a obtinut o rezolutie excelenta de

20um/voxel.

In studiul nostru [2], au fost obtinute rezolutii spatiale remarcabile de 20pum/voxel, care
ofera imagini (Figura 4.1) extrem de precise. Detaliile surprinzatoare ale morfologiei creierului in
curs de dezvoltare pot fi observate pe feliille RM, facand din aceasta tehnica de imagistica o noua
metoda standard in studiile morfologice. In plus, RM este reproductibili si nu distruge specimenele

anatomice asa cum o fac metodele histologice.




Figura 4.1. Embrion uman 22 mm CRL, CS 21 ilustrat prin micro-MR. Sunt prezentate
sectiuni axiale (A-C) si sectiuni coronale (D-E).TV: vezicule telencefalice, FC: falx cerebri, D:
diencefal, M: mezencefal, R: ventricul al patrulea, CP: plexuri coroidiene, H: hipotalamus, T:

talamus, HS: sulcus hipotalamic, LVE: eminenta ventriculara laterala, MVE: eminenta
ventriculara mediala, Mt: metencefal, RL: buze rombice, SL: sulcus limitans, BP: placa bazala,
BA: artera bazilara, SC: maduva spinarii, SG: ganglion spinal , vT: talamus ventral, Op: cupa

optica, TG: ganglion trigemen, OC: chiasma optica, IR: istm rombencefal, My: mielencefal.

Un al doilea studiu [5] ex vivo realizat a presupus utilizarea imagisticii RM post-mortem
(PM-MRI) ca o alternativa promitatoare la autopsia conventionala, unul dintre avantajele acestei
metode fiind posibilitatea unei evaluari morfologice fetale imbunatatite fara a modifica integritatea

embrionului.

Studiul actual prezinta cazul unui fat diagnosticat cu sindrom Down la 13 saptamani de
gestatie (Figura 4.3). Anomaliile fetale au fost analizate prin ecografie prenatald, PM-RMN si

autopsie conventionala.
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Figura 4.3. (A) Cap axial MRI-T1 IR WI al unui fat de sex masculin de 13 saptamani,
reprezentand un higrom cervico-dorsal. (B) Coronal T1 IR WI a unui fat de sex masculin de 13
saptamani, centrat pe abdomen: sageata care indica un rinichi drept anormal: sinus destins,
grosimi corticale diminuate, (ADR glandele suprarenale). Retineti rinichiul stang: mai mic si
situat la acelasi nivel cu cel drept. (C) Axial T1 IR WI centrat pe rinichi. Sagetile de pe rinichiul
drept indica mici structuri chistice din corticala renala. (D) Sectiune prin rinichiul drept.

Dilatatii chistice multiple ale componentelor nefronice (HE 10X).

Folosind PM-RMN de inaltd performanta ca alternativd, sau in plus fatd de autopsia
conventionald la fetusii de varstd gestationala timpurie, devine posibild identificarea
malformatiilor subtile, altfel trecute cu vederea. Studiile imagistice avansate pot ajuta la
imbunatatirea analizei patologice si a diagnosticului prenatal, facilitand consilierea suplimentara a
pacientului si ingrijirea fetala. Cea de a treia cercetare ex vivo [4] pe embrioni a avut ca scop
evaluarea cresterii si dezvoltarii cerebelului folosind 2 tehnici de méasurare diferite: imagistica RM
si tehnica cu ultrasunete. Masuratorile cerebelului au fost functie de varsta gestationala. S-au
studiat 14 fetusi umani avortai corespunzatori la 15-28 saptamani de gestatie, conservati intr-o
solutie de formol 9%.Ajustarile referintelor anatomice au fost obtinute prin imagini ponderate T2
(T2-wi), Tn cele trei planuri ortogonale: plan axial, coronal si sagital. Pentru achizitia de imagini
3D a sistemul nervos s-a utilizat secventa de puls Fast Imaging with Steady-state Precession (FISP)
(Figura 4.2).
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Figura 4.2. Fat 15 GW - imagini RM ale planurilor axial, coronal si sagital.

Rezultatele au aratat ca exista o corelatie liniara intre masuratorile de RM si determinarile
cu ultrasunete. Pe baza tuturor datelor colectate am putea aplica formula elipsoidul transversal
pentru calculul volumului cerebelos, un util criteriu in evaluarea dezvoltarii cerebelului si a varstei
gestationale. Sunt incd necesare studii de embriologie pentru o evaluare completd a organelor in
curs de dezvoltare. Acestea pot oferi o mai buna intelegere a normalului si a morfogenezei

patologice.

Cea de a patra cercetare [3] de imagistica RM pe embrioni a avut ca si scop descrierea
morfologica a unor eminente ganglionare in cadrul creierele embrionare si fetale timpurii, prin

utilizarea imagistici MR (Figura 4.3).

Figura 4.3. Embrion uman 32 mm CRL, 10 GW, CS 23. Sunt prezentate feliile coronale (A, B) si
axiale (C). VS: ventricul lateral, LVE: eminenta ventriculard laterald, NA: nucleus accumbens,
CP: plex coroid, 3rdV si stea in (B): al treilea ventricul, ICS: cerebelos intern umflare, IHLV:

corn inferior al ventriculului lateral, 4thV: al patrulea ventricul.
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Aceastd tehnicd oferd imagini clare ale structurilor nervoase mici, cum ar fi eminente
ganglionare. Putem spera ca imbunatatirea rezolutiilor spatiale ale aparatelor RMN prin utilizarea
campurilor magnetice mai intense va oferi imagini ,,histologice” ale tesuturilor, fie in felii 2D, fie
in reconstructii 3D. Toate aceste studii au demonstrat capacitatea imagisticii RM cu un camp
magnetic de 7T de a oferi informatii importante n studiul dezvoltarii embrionare. Un alt tip de
studiu ex vivo [26] realizat utilizand tehnica de imagistica RM a avut scopul de a demonstra ca
imagistica prin rezonanta magnetica este un instrument util pentru imagistica conditiilor anatomice
ale morfologiei canalului radicular extern si intern in scopuri endodontice. Experimentul actual
ex-vivo arata reconstructia precisa a volumului 3D (Figura 4.4 ) a morfologiei interne si externe a
unui dinte uman extras si tratat endodontic folosind un set de date de imagini obtinute prin

imagistica prin rezonantd magnetica.

Figura 4.4 Reconstituirea suprafetei umplute in volum 3D.

A. Vedere linguala externa, B. Vedere vestibulara externa, C. Vedere ocluzala a camerei
pulpare; D. Cavitatea de acces; E. Vedere a deschiderii canalului distal, pe podeaua camerei
pulpare; F. Deschiderea canalului radicular distal (prim-plan); G. Vedere in interiorul treimii

coronale a canalului radicular.

Imagistica prin RM ofera seturi de date de imagini 3D cu mai multe informatii decat
tehnicile radiografice conventionale. Datorita capacitatii sale de imagistica atat a tesuturilor
dentare dure, cat si moi, imagistica prin RM poate fi utilizatd cu succes ca tehnica de imagistica
de diagnostic 3D in stomatologie. Atunci cand aleg metoda imagistica, medicii stomatologi ar

trebui sd pondereze raportul beneficiu-risc, tinand cont de costurile asociate imagisticii prin
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rezonantd magneticd si de efectele nocive ale radiatiilor ionizante atunci cand se utilizeaza

tomografia computerizata cu fascicul conic sau radiografia conventionala.
Studii in vivo

Studiile preclinice in vivo reprezinta cel mai mare avantaj in utilizarea acestei tehnici de
imagisticd RM, deoarece nu afecteaza integritatea animalului ce face parte din studiu si nu

utilizeaza radiatie ionizanta care ar duce la alte efecte asupra cobailui.

Unul din studii [6] a pus in evidentd integrarea si regenararea osoasa dupa
implantarea unui biomaterial n tesut 0sos ( femurul stang si drept al cobaiului), dar si urmarirea
acestui proces periodic fara a afecta integritatea cobaiului. Pentru a urmari evaluarea materialelor
implantate, au fost efectuate experimente IRM. Scandrile RMN au fost efectuate la diferite
intervale de timp: prima investigatie RMN a fost efectuatd dupa implantarea chirurgicala a schelei
compozite (Figura 4.5) si se poate observa defectul osos initial; a doua a fost efectuata la 5 zile
dupa implantare (Figura 4.6, 4.7), in timp ce ultima a fost efectuata la 28 de zile dupa interventie

chirurgicala .

Experimentul RMN a permis observarea neinvaziva si nedistructiva in vivo a dezvoltarii

osoase, fara a afecta rezultatele finale.

Figura 4.5. Imagini RM obtinute imediat dupa interventie chirurgicald (a, protocol RARE
stanga; b, protocol FLASH dreapta).
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Figura 4.6. Imagini RMN obtinute la 5 zile dupa interventia chirurgicald: prima linie
reprezentdnd piciorul drept al fiecarui grup Alg-P11-0,5CuBG (a), Alg-Pll-1,5CuBG (b), Alg-PII-
BG (c), Alg-Pll (d) si a doua linie reprezentdnd piciorul stang al fiecarui grup Alg-PII-BTCP/HA

(e, f, g, h).

Figura 4.7. Imagini RMN obtinute la 5 zile dupa interventia chirurgicala: prima linie
reprezentdnd piciorul drept al fiecarui grup Alg-P11-0,5CuBG (a), Alg-Pll-1,5CuBG (b), Alg-PlI-
BG (c), Alg-PIl (d) si a doua linie reprezentdnd piciorul sting al fiecarui grup Alg-PIl-BTCP/HA

(e, f, g, h).

15



Un alt studiu de imagistica RM morfologica s-a efectuat pe specia Ameiurus Nebulosus
[7], unde am investigat forma si topografia glandelor veninoase. Motivul principal al acestei

investigatii a fost de a oferi o mai buna intelegere a mecanismului de aparare al acestei specii.

Pentru investigatiile anatomice de imagistica RM s-au folosit protocoalele RARE (Rapid
Acquisition with Refocused Echoes) si Turbo RARE High Resolution, bazate pe secventa pulsului
RF de tip echo.

s — 3 g

V4 RSB LSB
|

RLL ‘ LLL :
TurbGRARE-high-res(modifie i

Figura 4.8. Sectiune axiala a Ameiurus nebulosus. Sectiune cranianla scanat panda la prima
inotatoare dorsala. A, felie 2/15; B, felie 1/15.

Folosirea tehnicilor IRM pentru investigatiile anatomice ale glandelor veninoase la
Ameiurus Nebulosus s-a dovedit a fi foarte precisa, atat in identificarea formei, cat si a topografiei
glandelor veninoase. De asemenea, prin utilizarea tehnicilor RMN am evidentiat mecanismul

complex de aparare pe care 1-a dezvoltat impotriva pradatorilor.

Studiul in vivo a avut ca scop evidentierea modificarilor calitative detectate prin imagsitica
RM 7 T si micro-CT Tn modelul animal caruia i-au fost induse experimental leziuni periapicale.
Toate animalele au fost investigate la 14, 30 si 60 de zile prin utilizarea de imagistici RM si s-a
pus in evidentd inflamatia periapicald, care a fost vizibila devreme in sectiunile IRM axiale (Figura

4.9.a) si coronale (Figura 4.9.b).

Figura 4.9.a. Secvente succesive RMN molare mandibulare axiale, timp 30 zile.

R
16



Figura 4.9 Secvente succesive RMN molare coronale mandibulare, timp 60 de zile

Imagistica RM este 0 metoda neradiantd care permite depistarea precoce in vivo a

patologiei si ofera posibilitatea de a studia evolutiile acesteia in mod continuu.

Studiul care analizeaza famacocinetica unor medicamente necesare pentru tratamentul
problemelor oculare utilizand Imagistica prin RM (IRM) [9], aceasta tehnica a evoluat intr-un
instrument multifunctional, non-invaziv, care serveste atat in mediul preclinic, cat si in cel clinic.
Poate fi utilizat intr-un mod sigur si neinvaziv pentru vizualizare in situ, in timp real, localizare
de Tnalta rezolutie si cuantificare a medicamentelor oftalmice la administrarea lor, cu sau fara
agenti de contrast. Spre deosebire de imagistica anatomica conventionala prin RM, spectroscopia
de rezonantda magnetica (MRS) (Figura 4.10) masoara informatiile despre schimbarea chimica a
moleculelor individuale dintr-un subiect viu, permitand monitorizarea diferitelor procese

biochimice si metabolice in comparatie si la administrarea unui bioactiv de interes.

Studiul de fata, utilizdnd un scaner 7 T RMN Bruker Biospec 70/16 USR, a investigat
biodistributia oculara la sobolanii adulti a luteinei administrate local in matricea de hidrogel
folosind metoda MRS. Au fost efectuate studii comparative intra- si interindividuale (ochi tratat
vs. netratat; hidrogel cu si fara luteind; sanatos vs. bolnav - retinopatie diabeticd; etc.) pentru a
valida aplicabilitatea acestei tehnici MRS 1n demonstrarea capacitatii luteinei administrate local.

in atingerea tesutului retinian vizat.
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Ochi tratate— Ochi “martor” =—
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chemical shift (ppm)

Figura 4.10. Spectre MRS pe ochiul tratat si netratat

In experimentele de imagistica RM preclinca necesitatea utilizarii unor agenti de contrast
nu este atat de mare comparativ cu investiagatiile de diagnostic si cercetare in domeniul
imagisticii RM clinica. Acest fapt se datoreaza utilizarii, in studile preclinice, a cdmpurilor
magnetice mult mai ridicate comparativ cu cele clinice. Din acest motiv apare necesitatea crearii
unui agent de contrast pentru studiile clinice, dar asa cum este normal in prima etapa cercetarea

preclinica este obligatorie pentru un nou agent de contrast in imagistica RM.
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Capitolul 5. Studiul unor agenti de contrast cu pAmanturi rare

5.1 Sinteza particulelor sferoide si metode de caracterizare structurala
Sinteza de materiale prin metoda Stober

Tn sinteza sistemelor pe baza de SiO; cu adaos de ioni paramagnetici (Gd si Dy) a fost utilizat
pentru preparare metoda Stober modificata [25] [27], astfel s-au obtinut patru probe dupa cum

urmeaza:

e PO: 100% SiO2

e P1:99%Si0; 1%Dy-03

e P2:99%Si0; 1%Gd203

e P3: 99%Si0; 0.9%Dy203 0.1%Gd:03

Sistemul de SiO> (PO) a fost preparat prin amestecul unei solutii mixte de etanol (160ml) si apa
distilata (100ml) la care s-a adaugat 1g de dodecilamina (DDA), iar dupa omogenizarea solutiei
au fost adaugati 10ml TEOS. Acest amestec s-a realizat la temperatura camerei. Solutia a fost
agitata timp de 3 ore, apoi precipitatul obtinut a fost separat de solventi prin centrifugare. Produsul
a fost spalat cu apa distilata si etanol de doud ori si apoi centrifugat. Proba rezultata a fost uscata

ntr-un incubator la 37 °C timp de 72 de ore si 24 ore la 60 °C pentru a indeparta apa si solventii.

n cazul sistemelor la care s-au adaugat ioni paramagnetici a fost introdus in protocolul de
preparare o a treia solutie compusa din 10 ml H20O si din azotati (0.314 g DyN3Os - XxH2O pentru
proba P1, 0.229 g [Gd(NOz)3]+6H20 pentru proba P2 si pentru proba P3 au fost 0.04 g
[Gd(NO3)3]+6H20, 0.311 g DyN3Og - XH20). Aceasta a fost adaugata simultan cu TEOS-ul in
solutia mixta de etanol apa distilata st DDA, dupa care procesul a fost identic cu cel de la sinteza

probei PO. Tn figura 5.4 este exemplificati schema de preparare pentru solutia de P3.

In cele din urma, proba a fost calcinata la 600 °C timp de 1 ora intr-un cuptor electric, in
atmosfera de aer si racita la temperatura camerei. Viteza de incalzire a cuptorului pana la 600 °C

a fost de 5 °C/min.
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PROBA 3 Amestecare
a incalzire

100 ml H20

160 Etanol (C2HS0H)

Uscare 1
t=72 ore
T=37°C

1 g DDA(dodecylaming L )

10 ml H20
0.04g [Gd(NO3)3]+6H20

0.311g DyN309 - xH20

Amestecare
fara incalzire

t=5min
Nr rot.=6000/min

Combinare simultana

Uscare 2
240re T=60 °C

10 ml TEOS

Figura 5.4. Schema de prepare a probei P3

Relaxometrie prin Imagistica de rezonanta magnetica

Figura 5.13. Scaner BrukerBioSpec 70/16USR [30].

Pentru procesarea informatiilor si obtinerea timpilor de relaxare (T1 si T2) au fost utilizati
software ParaVison5.1(Bruker BioSpin MRl GmbH, Ettlingen, Germania) si Parametric MRI
(PMRI)[31] in care au fost selectate ROI si astfel obtinute valorile acestora. Graficul Tn care este
reprezentatd rata de relaxare masurata (1/Ti, unde i=1, 2) raportata la concentratia agentului de
contrast, pentru a determina relaxivitatea prin calcularea pantei de regresiei liniara a fost realizat
cu ajutorul software-lui Originlab [32].
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5.2. Rezultate experimentale pe agenti de contrast cu pamanturi rare

Analiza termicd diferentiala
Pe baza termogramelor DTA/TGA ale probelor PO, P1, P2 si P3 a fost stabilita temperatura
tratamentului termic pentru a obtine stabilizarea structurald a probelor. Comportamentul termic al

probelor preparate a fost investigat prin masuratori cu derivatograful DTG-60H Shimadzu.

Termogramele obtinute sunt prezentate in Figura 2, iar atribuirile de evenimente

corespunzatoare sunt prezentate in Tabelul 6.1.

Sample  Temperature Temperature Weight Total

range Events loss weight
) ®) (%) loss (%0)
Endo Exo
PO  20-165 90 - -13 -28.85%
165-295 - 288 -105
295-500 - 376 -35
500-700 - - -1.85
700-1100 - 720 -
P1  20-165 74 - -9.8 -21.20%
165-295 - - -6.8
295-500 - - -2.9
500-700 - - -1.7
700-1100 - 720 -
P2  20-165 62 - -18 -32.50%
165-295 - 293 -105
295-500 - - -2.4
500-700 - - -1.6
700-1100 - 720 -
P3  20-165 100 - -8.5 -23.50%
165-295 - - -10.4
295-500 - - -2.9
500-700 - - -1.7
700-1100 - 720 -

Tabelul 6.1. Atribuirea evenimentelor din curbele DTA/TGA pentru probele studiate.
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Din compararea curbelor DTA/TGA obtinute pentru toate probele, se observa ca proba P3
are 1n intervalul de temperaturd 20-165 °C cea mai micd pierdere de masa si evenimentul
endotermic cel mai mic datorat eliminarii apei absorbite, iar eliminarea etanolului are loc la o

temperatura mai mare in comparatie cu probele PO, P1 si P2. (Fig. 6.2.)
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Figura 6.2. Curbele DTA/TGA ale probelor studiate.

Intre 165-500 °C, curba DTA obtinuti pentru proba PO (Fig. 6.2. P0.) contine doud semnale
exoterme cu maximul la 288 s1 376 °C. Aceste evenimente si pierderea de masa corespunzatoare
~ 14 % pot fi atribuite descompuneri [33] [34] si reactiei de ardere a reziduurilor organice care au
ramas dupa procesul de sinteza [35][36]. Micul eveniment exotermic cu un maxim de 720 °C, care
are loc fard o pierdere de masa, ar putea fi atribuit dihidroxilarii si condensarii silanolului din
retelele de silice [33], [36]. Acest semnal este prezent si in curbele DTA obtinute pentru probele
P1, P2 si P3. (Figura 6.2. P1, P2, P3) Incilzirea suplimentara pana la 1100 °C nu a indicat prezenta

fenomenului de cristalizare in nicio proba investigata.

Pe baza rezultatelor analizei termice, probele au fost tratate termic la 600 °C timp de 1 ora

pentru a Indeparta reziduurile organice si a obtine stabilitatea starii amorfe a probelor.

22



Difractie de raze X

Difractogramele de raze X ale probelelor atat dupa sinteza, dar si dupa DTA si tratament termic
indicad natura amorfa a biomaterialul, atat a structurii de silice cét si a celor dopate cu Dy si Gd,

proprietata amorfa fiind confirmata de varful larg de la 23° caracteristic particulele de silice [37].
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Figura 6.3. Difractogramele probelor preparate: (a)as-prepared, (b) DTA/TGA(1100°C), (c)

tratamentul termic de la 600°C,

Spectroscopie de absorbtie in IR

Rezultatul analizelor FT-IR obtinute, in intervalul 4000-400 cm™, pentru probele Tnainte
de tratamentul termic este ilustrat in figura 6.4.a, iar cele dupa efectuarea calcinari sunt preentate
in figura 6.4.b.

Caracteristicile majore ale spectrelor FT-IR pentru toate probele sunt varfurile la 1628,
1092, 974 si 459 cm™ si sunt caracteristice modurilor de vibratie ale retelei intr-0 matrice de SiO;
[38]. Benzile de la d1224 si 1066 cm™ sunt alocate modurilor de intindere asimetricd Si—-O-Si [39].

Benzile de la 812 si 443 cm™ sunt asociate cu intinderea/vibratia si indoirea structurii retelei Si—

e
23




O-Si [40][41]. Rezultatele au aratat ca inaltimea varfului corespunzator benzii de vibratia de
intindere Si-O-Si (~1092 cm™) a scizut n intensitate in cazul probelor dopate cu Gd si Dy.

Tn cazul spectrelor FT-IR corespunzitoare probelor inainte de tratamentul termic se observi
semnale specifice a modurilor de intindere simetrica a gruparilor CHz (2785 cm™), dar si cele de
intindere simerica prezenti la valori in infrarosu de 2850 cm™ [42]. Aceste caracteristici specifice
ale spectrelor probelor netratate termic nu mai se regasesc in cele dupa tratament ceea ce sustine

puritatea matricii de silice atat in cazul probei standard, cét si a celor dopate cu ioni paramagnetici.
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Figura 6.4 Spectrele FT-IR a probele (a) inainte de tratamentul termic si (b) dupa tratamentul
termic la 600°C

Rezonanta paramagnetica electronica

Spectrele EPR ale probelor dupa preparare sunt ilustrate in figura 5 P1, P2,P3, iar cele de

dupa efectuarea tratamentului termic sunt reprezentate in figura 5 P1-TT, P2-TT, P3-TT.

Spectrele probei dopate cu Dy** (Figura 5-P1 si P1-TT) nu prezinti indicii ale semnalului
sau EPR la temperatura camerei, in acord cu literatura [38], [43] . Semnalul EPR foarte slab prezent
in spectrul obtinut poate fi atribuit posibilelor impuritati prezente in precursorii utilizati in sinteza

probei.
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Spectrele EPR Tn banda X obtinute pentru probele care contin doar gadoliniu (Figura 6.5
P2 si P2-TT) sunt caracterizate de patru linii relativ reduse cu valori ale factorului g efectiv de 6;
4.8; 2.8 si 2 si pot fi atribuite ionilor Gd** in locuri cu cAmpuri cristaline puternice, intermediare
si slabe. Forma spectrului EPR a ionului Gd®* (S = 7/2) prezintd un anumit grad de complexitate
si a fost denumit spectrul ,,U” [44] [45] datorita ,,omniprezentei” acestei forme spectrale in diferite
materiale dezordonate [44] [45][46] [47]. Liniile slab rezolvate la geff~ 4,8 si 2,8 s-ar putea datora
unei cristalizari slabe, in timp ce linia dominantd la geff =~ 2 apare din ionii Gd3+ care
experimenteaza in principal interactiuni dipolare [48][49][50]. In acelasi timp, aceasta linie foarte
larga reflecta dezordinea locala din jurul acestor ioni paramagnetici., dar majoritatea sunt puternic

cuplati formand clasteri.
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g1/ 288
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Magnetic Field (G) Magnetic Field (G)

Figura 6.5. Spectrele EPR a probelor studiate; a-c- probele ne tratate termic iar d-f spectrele probelor

tratate termic

Spectrul EPR pentru proba cu Gd-Dy (Figura 6.5 P3 si P3-TT) prezinta caracteristicile
predominante ale ionilor paramagnetici Gd3+,situati Tn pozitii puternic distorsionati de prezenta

ionilor Dy3+.
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Rezonanta magnetica nucleara

Spectrele 2°Si MAS-RMN ale probelor tratate termic pot fi descompuse in doui semnale
la-100 si-110 ppm, care sunt atribuite unitatilor Si(Q3) si Si(Qa), iar in cazul probei P2 se identifica
si unitati Si(Q2)Si [51][52]. Liniile largi de rezonanti a spectrelor 2°Si MAS RMN sunt determinate
de caracterul amorf al probelor [53]. Influenta compozitiei asupra structurii locale a probelor este
evidentiata prin modificari ale deplasarii chimice (ppm), ale 1atimii liniilor la jumatatea maximului
intensitatii FWHM (ppm) si a fractiei Qn (%) rezultate ce au fost obtinute prin deconvolutia

spectrelor.

Deconvolutia spectrele experimentale au fost simulate prin functii gaussiene 1n software-
ul Dmfit [54] pentru a se obtine distributiile grupurilor structurale ce au derivat din aria de sub

fiecare componente, iar rezultatele separarii varfurilor sunt redate in tabelul 5.2.

Conform rezultatelor simulari spectrelor experimentale ponderea unitatilor Q4 si Q3 in proba PO
este aproximativ de 50%, proportii ce se schimba semnificativ in cazul probelor la care au fost
adaugati ioni paramagnetici (o particularitate este prezenta de unitatilor Si(Q2). O posibila
explicatie este ca suprafata particulelor de silice devine mai hidrofoba, rezultatele fiind Tn

concordanta cu datele din literatura [55].

Q, Qs Q.

P3

Figura 6.6 Spectrele 2°Si MAS NMR

e
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Sample Q" ) FWHM  Fq"

(ppm)  (ppm) (%)

Q? -104.1 15.3 51.2
PO
Q* -111.1 10.4 48.8

Q® 999 1844 303
P1

Q* -1104 141 697

Q2 931 162  26.2
P2 Q®  -1044 139 495

Q* -1125 113 243

Q® -1064 108  43.6

P3
Q* -112.9 10.9 56.4

Tabelul 6.7 Parametrii RMN ai liniilor Qn simulate din spectrele 29Si MAS RMN ale probelor PO,
P1, P2, P3.
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Fi9.6.8. Dependenta fractiei On (%) a probelor P0O,P1,P2,P3.
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Microscopie electronica de baleiaj

Analizele SEM pe probele tratate termic au fost impartite in doua etape, in prima etapa
analizele au fost facute pe probele pudra, iar in cea de a doua etapa probele au fost imersate in
solutie de apa in recipiente de 0.5 mL, iar apoi introduse n baie cu ultrasunete pentru 30 de minute.
Dupa acest interval de timp din solutia au fost extrase cu ajutorul pipetei cate o picatura si asezata
pe suportul standard de carbon utilizat in analizele SEM. Tnainte de a fi introduse In camera de
analiza a aparatului, probele au fost uscate la temperatura camerei. Scopul acestei a doua etape a

fost de a crea o metoda de selectie a microsferelor de silice din punct de vedere al dimensiuni.

Imaginile obtinute Tn prima etapa sunt prezentate in figura 6.9. Acestea arata gradul de
aglomerare ridicat si variatia ridicata in dimensiune a acestor sferoide de silice dopate cu ioni

paramagnetici.

Figura 6.9. Imagini SEM ale probelor aflate sub forma de pulbere.(a- proba PO, b- proba P1, c-
proba P2, d-proba P3

Figura 6.10 prezinta imaginile obtinute prin SEM 1n cazul probelor sintetizate prin metoda
Stober modificata, in cazul probei PO sunt in forma sferica si dimensiunea lor variaza in intervalul
de la 1 um la 2 um. Tn cazul probelor in care s-au adiugat si ioni paramagnetici (P1,P2,P3) se
identifica particulele sferice aglomerate distribuite neuniform de dimensiuni mult mai mici

comparativ cu probele PO.
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Figura 6.10. Imagini SEM a probelor extrase din solutia de apa dupa baia de ultrasunete.(a-
proba PO, b- proba P1, c-proba P2, d-proba P3

Microscopia electronica de transmisie

Analizele de microscopie in transmisie au fost realizate pe proba P3 sub forma de pulbere
(sferoidele de SiO2 dopate cu ioni de Dy si Gd), atat pe proba Tnainte de tratamentul termic, cat si

dupa calcinare.

Morfologia sferoidelor P3 inainte de tratament termic este ilustrata in figura 6.11.a.
Utilizand tehnica Selected Area Electron Diffraction (SAED) a permis evaluarea probei din punct
de vedere al structuri amorfe proprietate dovedita de absenta punctelor si inelelor luminoase
generate prin difractia de electroni, fenomen ce ar fi creat de interactiunea fasciculului cu atomii

probei cristaline. Aceasta analiza este in concordanta cu rezultatele obtinute prin analizele DRX.
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Figura 6.11.a. Imaginine TEM a probel P3 inainte de tratament terminc.
b. SAED: difractia electronilor in zona selectata.

Pentru confirmarea formarii structurii silicatice cu ioni de Dy si Gd a fost efectuata analiza
EDX. Tn timpul masurarii EDX au fost focalizate diferite zone (Figura 6.12-proba P3 netratata
termic). In figura 6.12 este ilustrat spectrul EDX al probei P3, Tnainte de calcinare, din care se
poate observa prezenta atat a atomilor de Dy, cét si a celor de Gd. Detaliile spectrului EDX a

probei P3 masurate Tn procent atomic si de masa se regaseste in tabelul 6.13.

W Acojuire EDX

1600+

1000+

Counts

500

Gd
Dy Cu

Gd Dy Dy Dy
Gd Dy 6d DvGa GaDy il py :Cu
T

b i 10

Energy {kev)

Figura 6.12. Spectrul EDX al probei P3 inainte de tratamentul termic
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EDX

Element Weight % Atomic % Uncert. % Correction k-Factor
O(K) 57.11 71.07 0.44 0.51 1.889
Si(K) 40.37 28.61 0.27 0.92 1
Gd(L) 0.09 0.002 0.04 0.99 3.483
Dy(L) 2.49 0.3 0.09 0.99 3.507

Tabelul 6.13 Detaliile spectrului EDX al probei P3 inainte de tratamentul termic

Tehnica TEM a fost utilizata si in cazul probei P3 (proba sub forma de pudra) dupa ce a
fost aplicat tratamentul termic (Figura 6.14), iar rezultatele EDX din doua zone diferite a pulberii

sunt prezentate in tabelul 6.15 si respectiv tabelul 6.16.

Figura 6.14. Imaginine TEM a probel P3 dupa tratamentul termic

EDX1
Element Weight % Atomic % Uncert. % Correction k-Factor
O(K) 56.25 72.18 0.38 0.51 1.889
Si(K) 36.86 26.94 0.22 0.92 1
Gd(L) 0.97 0.12 0.04 0.99 3.483
Dy(L) 5.89 0.74 0.12 0.99 3.507

Tabelul 6.15 Detaliile spectrului EDX a probei P3 dupa tratamentul termic
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EDX2

Element Weight % Atomic % Uncert. % Correction k-Factor
O(K) 56.35 70.25 0.43 0.51 1.889
Si(K) 41.51 29.48 0.26 0.92 1

Gd(L) 0.69 0.08 0.04 0.99 3.483
Dy(L) 1.43 0.17 0.07 0.99 3.507

Tabelul 6.16. Detaliile spectrului EDX a probei P3 dupa tratamentul termic

Cartografierea elementara folosind tehnica HAADF-STEM-EDX a evidentiat distributia
ionilor Dy si Gd 1n matricea de silice. Imaginea corespunzatoare a microscopiei (HAADF-STEM)
este prezentata in Figura 12(a). Analiza de cartografiere HAADF-STEM-EDX folosind energiile
Si, Dy si Gd prezentate in Fig. 7b—d descriu distributia elementara uniforma a Dy si Gd in retele

de silice.

Figura 6.17. (a) Harta HAADF-STEM-EDX a unei zone selectate din imagine. (b) Harta
HAADF-STEM-EDX Si. (c) Harta HAADF-STEM-EDX Dy. (d) Harta HAADF-STEM-EDX Gd
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Rezultatele TEM, atat imagini morfologice, cat si spectrale si analizele elementelor au
aratat caracterul amorf al pulberii de silice dopate cu Dy si Gd, dar si integrarea acestor ioni

paramagnetici in reteaua de SiOa.

Determinarea distributiei dimensionale si a potentialului electric

Dimensiunea particulelor influenteaza proprietatile biomaterialelor ce sunt sub forma de
particule si este un indicator valoros al calitatii si performantei acestora n ndeplinirea scopului
de agent de contrast. Marimea si forma pulberilor influenteaza proprietitile de curgere si
compactare. Particulele mai mari, mai sferice, vor curge de obicei mai usor decat particulele mai
mici. Particulele mai mici se dizolva mai repede si duc la vascozitati mai mari ale suspensiei decat
particulele mai mari. Dimensiunile mai mici ale particulelor si sarcina de suprafata mai mare

(potential zeta) vor imbunatati de obicei stabilitatea suspensiei si emulsiei [56].

Potentialul Zeta este o masurd a marimii respingerii sau atractiei electrostatice a
particulelor imersate dintr-o suspensie lichida. Este unul dintre parametrii fundamentali despre
care se stie cd afecteaza stabilitatea dispersiei. Masuratoarea potentialului Zeta ofera o perspectiva
detaliatd asupra cauzelor dispersiei, agregarii sau flocularii si poate fi aplicatd pentru a imbunatati

formularea dispersiilor, emulsiilor si suspensiilor [57].

Potentialul Zeta este unul dintre factorii care mediaza interactiunile dintre particulele in
suspensie. Particulele cu un potential Zeta ridicat (de sarcind pozitiva sau negativa), Se resping
reciproc (< 30 mV si >+30 mV sunt considerate valori de potential Zeta Tnalte). Pentru particulele
care sunt suficient de mici si a caror densitate este suficient de mica pentru a ramane in suspensie,

un potential Zeta ridicat confera stabilitate, adica particulele in suspensie rezista agregarii [58].

In cadrul acestui experiment au fost utilizate suspensiile de proba obtinute prin imersia

acestora n solutie de apa in baia cu ultrasunete pentru 30 minute.

Tn cadrul experimentelor pentru determinarea potentialului Zeta au fost utilizate probele PO
si P3. Rezultatele pentru ambele probe au aratat ca valorile potentialului sunt mari (-39mV in cazul

probei PO si -33 mV 1n cazul probei P3), adica formeaza suspensii stabile si particulele nu se
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aglomereaza in conditiile experimentului, aceste rezultate sunt ilustrate in figura 6.19 in care se

pot identifica cele trei masuratori la interval de timp de 5 min pentru fiecare proba.

| -39mv

Intesitate (a.u.)
Intesitate (a.u.)

1 T T T T T T T T T
<150 -100 -50 0 50 100 150 -150  -100 -50 0 50 100 150
Potentialul Zeta (mV) Potentialul Zeta (mV)

Figura 6.19. Potentialul Zeta in cazul probelor PO (a) si al P3 (b)

Stabilitatea microsferelor de silice este analizata prin masurarea imprastierii dinamice a
luminii (DLS). Stabilitatea coloidala a silicei mezoporoase este discutata sporadic in literatura; in
orice caz, diametrul hidrodinamic poate afecta relaxometria propriu-zisa, legaturile agentilor de

contrast paramagnetic si trebuie raportate in mod adecvat si sistematic [59].

Diametrul hidrodinamic mediu este prezentat in figura 6.20. Analizele efectuate pe toate
probele, la intervale de timp de 5 minute, au demonstrat stabilitate in suspensie mai mare a

microsferoidele de silice dopate cu ioni paramagnetici.

—PO_tl —PLt
——PO_t2 —PLR
—— PO 13 —P1 3
E) E)
& &
2 2
i) @
2 c
2 2
£ £
T T T T
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Hydrodynamic Diameter (nm) Hydrodynamic Diameter (nm)
—P2_t1 —P3 11
—P2_2 —P3.t2 A
— P23 — P33 \
E) E)
£ &
2 2
£ =
2 2
2 L
£ £

T T T T
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Hydrodynamic Diameter (nm) Hydrodynamic Diameter (nm)

Figura 6.20. Diametru hidrodinamic al probelor rezultat din masuratorile DLS
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Relaxometrie prin imagistica de rezonanta magnetica (R-IRM)

In cazul investigatiei RMN-relaxivitate, a fost necesara introducerea unui nou ID pentru

probe pentru a evidentia concentratia solutiei (Tabelul 2).

Figura 6.21, prezinta imaginile IRM ponderate T1 sau T2, in functie de proba analizata.
Caracterul de agent de contrast negativ al probei P1 este sustinut de imaginea ponderata T, in care
se observa scaderea intensitatii semnalului IRM prin scaderea timpului de relaxare transversala,
cat si corelatia dintre ,,innegrirea” imaginii si concentratia probei. Efectul invers (de luminare a
imaginii) este observat in imaginile IRM ponderate T1 obtinute pe probele P2. Tn cazul probelor
P3 efectul agentului de contrast este mult mai vizibil in cazul imaginilor ponderate T> este datorat

concentratiei semnificativ mai mare ioni de Dy.

Relaxivitatea rl(longitudinal water proton relaxivity) si r2(transverse water proton relaxivity)
este definita ca panta regresiei liniare generata din graficul ratei de relaxare masurata (1/Ti, unde

i=1, 2) fata de concentratia AC.[60].

Figura 6.22 prezinta graficele valorii inverse a timpilor de relaxare, in functie de concentratia

solutiilor in g/ml.

Valorile rl si r2 pentru probele analizate se regasesc in tabelul 3. Pentru proba P1 prezinta o
valoare ridicata 12 ce se datoreaza ionilor de Dy care sunt paramagnetic astfel se pune in evidenta
caracterul agentului de contrast negativ [61]. Proba P2 are o valoare r1 ridicata ce sustine caracterul
acestuia de agent de contrast pozitiv [62]. Tn cazul probei P3 valorile mari rl si 12 (tabelul 3)
prezintd imbunatatiri clare a contrastului dependent de concentratie aratand potentialul de a actiona

ca agent de contrast IRM in mod dual pentru T1 si T2[19].

Raportul general de relaxivitate r2/r1 caracterizeaza agentul de contrast astfel ca un raport cu
r2/rl < 10 este un agent pozitiv [63]. Caracterul de agent de contrast este sustinut si de valorile
acestui raport (r2/r1) atat pentru proba P1, cat si pentru proba P2, iar in cazul probei P3 are un
raport intermediar r2/r1 si cu valori semnificative ridicate ale r1 si r2 ce 1l face ca sa fie potrivit cu
agent de contrast dual IRM, aceste rezultate sunt in concordanta cu rezultatele anterioare [19][61]
[64][65][66].
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Figura 6.21. Imagini de rezonanta magnetica ponderate T1 si T2 ale solutiei de referinta de

H20 si esantionului de suspensie P0,P1,P2,P3 cu concentratie de 0,0015; 0,0035; 0,0055

0,0075 g/ml

PO = 1T, P1
1,81 e 1T, 14 L
r,=136mLg’sec? r,=16.95 mL g'sec
- 1 -1 Y — 1 -1
164 1,=23.40 mL g~sec . 124 1,=1408.26 mL g~sec .
41 . 104
124 Py
= o 8
o
Q
8 10 )
S = 6
S
08 -
44
0,6
24
04 — = - °
04 -_—
02 T T T T T T T T T T
P2 0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° P3 0,0 2,0x10° 4,0x10°* 6,010 8,0x10°
64 concentration (g/ml) 10 - concentration (g/ml)
_ el e
r,=57.41 mL g"sec r,=19.94 mL g'sec”
5 7= 518.32mL g’sec” . r,= 1043.94 mL g'sec’
8-
44
P . 64
3 3
@ 34 L
e =
S 5
24
24
L]
11 /'
"
-— —a
L]
04
0 T T T T T T T T T T
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 00 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10°

Figura 6.22. Graficele 1/T1 si 1/T2 ale suspensiilor de probe apoase in functie de concentratiile

ionilor paramagnetici (g/ml). Pantele prezentate in fiecare diagrama corespund relaxivitatilor

concentration (g/ml)

rl sir2.
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PROBA rl r2 r2/rl

PO 1.36 23.4 17.21
P1 16.95 1408.26 83.08
P2 57.41 518.32 9.03

P3 19.94 1043.94 52.35

Tabel 3. valorile r1 si r2 ale probelor si raportul ratei de relaxare r2/rl
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Capitolul 6. Concluzii

Studiile preclinice atat in vivo cat si cele ex vivo au arata versatilitatea utilizari imagisticii
RM in diferite proiecte de cercetare. Informatiile obtinute cu ajutorul acestei tehnici neinvazive si
nedestructive au adus un plus de valoare la aceste cercetari. . Informatile obtinute prin utilizarea
acestei tehnici a permis evidentierea diferitelor stadii de dezvoltare a sisemului nervos uman dar
si utilizarea acesteia pentru diagnosticara post-mortem a malformatilor congenitale embrionare
fiind o alternativa la autopsia clasica. Observarea efectelor intermediare dupa implantare S-a
dovedit a fi foarte importanta astfel ca s-a decis continuarea lor in domeniul clinic. Cercetarile in
vivo preclinice au aratat ca utilizarea tehnicii RM este necesara indiferent daca se studiaza

patologii sau farmacocinetica unor medicamente pe model animal.

Biomateriale pe baza de SiO2 cu adaus de ioni paramagnetici (Dy, Gd si Dy-Gd ) au fost
sintetizate utilizAnd metoda Stéber modificata, pentru a obtine materiale cu potential de agent de

contrast in imagistica prin rezonantd magnetica.

Analizele de caracterizare structurald au aratat o structura amorfa prin rezultatele de XRD
si STEM proprietate ce duce la o probabila biocompatibilitate ridicata a probelor. Stabilitatea
termicd foarte buna evidentiata prin analizele DTA, proprietate fizica importanta pentru
aplicabilitatea finala a acestor probe. Forma sferoida a acestora a fost ilustrata de analizele SEM,
iar integrarea ionilor paramagnetici in structura silicatica a fost demonstrata de spectroscopiile 2°Si
MAS NMR, EPR, FTIR si dea analizelor TEM care au pus in evidenta distributia relativ uniforma

a ionilor paramagnetici in matricea de silice.

Potentialul electric al acestora a demonstrat capacitatea acestor probelor de a nu se
aglomera si stabilitate Tn suspensie a micro-sferoidele au demonstrat capacitatea acestora de a

ramane 1n suspensie, proprietate necesara pentru un agent de contrast utilizat in imagistica RM.

Examinarile de MR ale probelor au prezentat o rata ridicata de relaxivitatea pentru proba
P1 facand-o potrivita ca agent de contrast MR T2. Tn cazul probei P2, aceasta s-a dovedind a fi un
agent de contrast eficient pentru T1, iar in cazul probelor P3 rezultatele au aratat ca este potrivit
pentru contrast n imaginile ponderate T1si T2, ceea ce demonstreaza caracterul de agent de

contrast dual. Proprietatile de relaxometrie ale acestor probe sunt sustinute si de valoarea raportului
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r2/rl pentru toate cele trei probe, valori care le califica a fi utilizate ca agenti de contrast.
Rezultatele confirma sustenabilitatea aplicatiilor ca agent de contrast IRM atat in imagistica

ponderata T1, cét si a cea ponderata T2 pentru toate cele trei sisteme sintetizate.

Toate aceste rezultate conduc la noi perspective de cercetare pe aceste probe, fiind

......

paramagnetici Tn matricea de silice iar ulterior realizarea unui protocol pentru investigatii in vivo

preclinice.
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