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REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

1. INTRODUCERE

Nanobiotehnologia este cea mai promitatoare tehnologie a secolului
XXI si reprezintd un domeniu cu trasaturi interdisciplinare puternice, intrucat
reuneste caracteristicile fizico-chimice ale unei substante (la nivel molecular),
cu stiinta materialelor si ingineria materialelor privind proiectarea, dezvoltarea
si aplicarea acestora si de asemenea cu aspectele sale biologice, pentru a
manipula procese moleculare, genetice si celulare. In ceea ce priveste
medicina, nanobiotehnologia este utilizatd la scara larga in directionarea
medicamentelor, imagistica, diagnosticare, preventie si tratament. In sanétate,
aceasta tehnologie este utila prin aplicarea unui agent in vitro si/sau in vivo, cu
potential biomedical, dar cel mai mare potential al acestei stiinte il reprezinta
inca dezvoltarea de tratamente medicale noi si eficiente. Nanotehnologia se
concentreaza pe fabricarea, manipularea si utilizarea diferitelor materiale
incluse in scara de marime nanometrica (1-100 nm).

Nanoparticulele anorganice (NPs) sunt considerate a fi cele mai
promitatoare nanomateriale pentru domeniul biomedical, industria auto,
protectia mediului, precum si in dezvoltarea de noi dispozitive electronice. Cea
mai importanta clasa de NPs anorganice este reprezentata de nanoparticulele
de oxid de fier (IONPs). De cand Administratia SUA pentru Alimente si
Medicamente (FDA), a aprobat nanomedicamentele, IONPs-urile sunt cele mai
studiate materiale, datoritd proprietatilor lor remarcabile si unice care fac
posibila aplicarea lor in cataliza, agricultura, mediu si biomedicina. In natura se
gasesc multe forme de IONPs, dar cele mai utilizate tehnologic sunt: magnetita
(Fes04), maghemita (y-Fe203) si hematitul (a-Fe203).

Tn conformitate cu cele de mai sus, teza de doctorat se inscrie in tema
de cercetare legata de sinteza, caracterizarea si utilizarea unor nanomateriale
magnetice bazate pe nanoparticule de oxizi de fier. Subiectul abordat este de
maxima actualitate, avand in vedere aplicatiile nanoparticulelor magnetice de
oxizi de fier Tn domeniul biomedical.



2. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

in fiecare zi, nanostiinta inregistreaza noi progrese in productia de
nanoparticule verzi, cu o dimensiune mai mica de 100 nm, cu proprietati
biologice multiple. Proiectarea joaca un rol esential in obtinerea de
nanoparticulelor magnetice cu proprietati adaptate, prin urmare, in ultimul
deceniu, numeroase metode de sintezé au fost dezvoltate pentru a obtine
nanoparticule magnetice de oxizi de fier potrivite pentru aplicarea in
nanomedicina. Multi factori ar trebui luati in considerare in procesul de
proiectare care pot schimba dramatic rezultatele asteptate, adica controlul
dimensiunii, formei, morfologiei, stabilitatii, biocompatibilitatii si proprietatilor
magnetice ale acestor nanoparticule. Acesti factori continua sa fie o provocare
permanentd, care poate fi inca optimizata in procesul de proiectare. in acelasi
timp, metoda de sintezd trebuie sa fie ecologica, simpla, ieftind si
reproductibila. Metodele descrise in teza permit obtinerea de nanoparticule
magnetice cu dimensiuni Thguste, forma dorita si morfologie, prin schimbarea
conditiilor si/sau parametrilor sintezei.

in ultimele decenii, multi cercetatori s-au concentrat pe strategiile de
proiectare a nanoparticulelor pe baza de oxizi de fier multifunctionale cu
aplicare in domeniul biomedical, prin combinarea lor cu constituenti bioactivi cu
scopul de a-si spori potentialul biomedical. Fabricarea nanomaterialelor prin
intermediul  entitatilor  biologice  reprezinta  avangarda  domeniului
nanobiotehnologiei. Tn plus, nanoparticulele obtinute pot fi aplicate intr-o
varietate de domenii biomedicale, cum ar fi terapia cancerului, administrarea
de medicamente, hipertermia, bioimagistica, bioetichetarea etc. In comparatie
cu sinteza chimica conventionala, biosinteza care implica o abordare a chimiei
verzi, reprezinta o alternativa atractiva pentru dezvoltarea nanoparticulelor
compatibile cu organismul uman si cu mediul inconjurator. Astfel,
nanotehnologia verde se bazeaza pe utilizarea nanomaterialelor verzi, sigure
pentru sanatatea umana sau a nanoproduselor concepute pentru a oferi solutii
pentru sistemul medical, precum si pentru problemele de mediu.

Nanotehnologia verde este un domeniu relativ nou axat pe utilizarea
nanomaterialelor verzi sau a nanoparticule fara a utiliza substante chimice
toxice sau periculoase, ceea ce este sigur pentru snatatea umana. in acelasi
timp, nanotehnologia verde se ocupa de nanoproduse, menite sa ofere solutii



pentru biotehnologia avansata utilizata in sistemul medical, precum si pentru
problemele de mediu. Sinteza verde este o abordare simpla ecologica folosita
pentru a sintetiza diverse nanoparticule, care nu implica utilizarea de substante
nocive, este rentabild, biocompatibila si benefica pentru mediu. Pentru sinteza
nanoparticulelor magnetice prin abordare ecologica, bacteriile, ciupercile,
drojdia, algele, virusii, extractele de plante, actinomicetele, biomasele de
plante etc., sunt considerate alternative biologice care ofera o cale curata,
netoxica si ecologica de sinteza a nanoparticulelor magnetice cu o gama larga
de compozitii, suprafatd ajustabild si caracteristici fizico-chimice (marime,
forma, morfologie). Fiecare entitate biologica enumerata mai sus are un grad
mai mult sau mai putin biochimic de capabilitati care pot fi utilizate in sinteza
fierului sau a nanoparticulelor pe baza de oxizi de fier. Dar, cu toate acestea,
datorita procesului lor metabolic intrinsec si activitatii enzimatice, nu toate
entitatile biologice pot sintetiza nanoparticulele de oxizi de fier. Prin urmare,
este necesara selectia celei mai potrivite entitati biologice pentru a obtine
nanoparticule de oxizi de fier cu compozitie, suprafata, dimensiune si forma,
bine definite.

Dintre toate entitatile biologice, plantele sau extractele pe baza de
plante sunt cele mai utilizate in sinteza verde datoritd usurintei procesului de
obtinere, costurilor reduse, productiei pe scara larga si inocuitatii pentru mediul
inconjurator. Intreaga planta sau diferite parti ale plantelor (frunze, fructe, coji
de fructe, tulpini, radacini, seminte etc.) pot participa la sinteza nanoparticulelor
magntice, datoritad cantitatii notabile de substante fitochimice care pot actiona
ca agenti reducatori si stabilizatori atat in procesul de sinteza cat si la
potentialul de a acumula metale grele. In mediul de reactie, substantele
fitochimice reduc ionii metalici intr-o singura etapa, de la starile lor de oxidare
mono/divalenta la stari de oxidare zero valente, adica la nanoparticule.
Nanoparticulele cu stari de oxidare zero valente duc la nuclearea particulelor
urmatd de crestere, fiind astfel mai stabile termodinamic, dupa care are loc
reducerea ionilor metalici. Procesul de crestere este urmat de agregarea
particulelor ntr-o varietate de morfologii (sfere, cuburi, tije, triunghiuri,
pentagoane etc.). Reactia biochimica este usor de condus, la temperatura
camerei sau nu si se finalizeaza in cateva minute. n prezent, dezvoltarea
nanoparticulelor magnetice de oxizi de fier prin metoda verde este mai
orientata catre potentialul biomedical, din cauza faptului ca sanatatea umana



este amenintatd de mai multe probleme care pot provoca o multime de boli
grave, dintre care, cea mai grava este cancerul. Potentiala aplicatie
biomedicala nanoparticullor magnetice pe baza de oxizi de fier include:
purtatori terapeutici pentru administrarea de medicamente, agenti de
vizualizare in imagistica prin rezonantd magnetica (RMN) sau intermediari de
caldura in termoterapie pentru cancer (asa-numita hipertermie).

Cancerul raméane in continuare o preocupare uriasa de sanatate la
nivel mondial, cu o incidenta, in prezent, de peste 4,9 milioane de cazuri in
Europa, din care peste o suta de mii doar in Romania. Incidenta cancerului in
Romaénia este de asteptat sa creasca cu 5,4% péana in 2030. Conform datelor
observatorului global de cancer, pana in prezent, decesele cauzate de cancer
in Europa sunt de peste 2,2 milioane, din care, peste cincizeci de mii in
Romania, fiind de asteptat sa creasca cu 7,6% péana in 2030. In acest scop, in
ultimul deceniu s-au dezvoltat masuri considerabile pentru diagnosticul,
monitorizarea si terapia cancerului. Etapa de diagnosticare este primordiala
deoarece descoperirea cancerului intr-o faza precoce este determinata de
alegerea celei mai potrivite si eficiente terapii impotriva cancerului. Desi
prezintd multe dezavantaje si efecte secundare, terapiile conventionale viabile
utilizate pentru tratarea cancerului sunt radioterapia, chimioterapia si chirurgia.
Avand in vedere eficacitatea limitata a terapiilor conventionale viabile, este
foarte necesara dezvoltarea unei noi abordari suplimentare de tratament. Una
dintre terapiile antitumorale cunoscute si folosite de mai bine de 30 de ani, este
hipertermia magnetica.

Pentru administrarea intravenoasa sau orala, FDA a aprobat in ultimii
ani mai multe formulari de nanoparticule magnetice pe baza de oxizi de fier —
ca agenti de contrast in RMN, dar majoritatea au fost scoase de pe piata. De
exemplu, Ferumoxides (Feridex IV®, Endorem™) care consta dintr-un amestec
de nanoparticule FesO4 si y-Fe20s, avand suprafata functionalizatad cu dextran,
au fost utilizati ca tinta biologica de sistemul reticuloendotelial (RES) pentru
etichetarea celulelor stem hepatice. GastroMARK si Oral-SPION au fost, de
asemenea, utilizate si intrerupte, pentru etichetarea intestinului
gastrointestinal, formularea constand intr-un amestec de nhanoparticule de
Fes0. si y-Fe20s, acoperite cu siliciu pe suprafata metalica a fierului. Cu toate
acestea, in prezent exista unele nanoparticule magnetice pe baza de oxizi de
fier cu proprietati superparamagnetice care au fost aprobate si sunt inca pe



piata. De exemplu, Nano Therm, care are miezul magnetic acoperit cu
aminosilan si este folosit in hipertermia tumorilor cerebrale, este inca folosit in
Europa. De asemenea, Ferucarbotran (Resovist), care poseda Fes;0s ca
material de baza si are suprafata acoperita cu carboxidextran, este utilizat ca
tinta biologica in vasele de séange, pentru etichetarea celulelor stem. Pentru
tintirea magnetica, nanoparticulele magnetice bazate pe oxizi de fier ar trebui
sa posede céativa parametri cheie, inclusiv: i) suprafatd mare pentru a
maximiza cantitatea de Tincarcare a medicamentului; ii) functionalizarea
suprafetei nanoparticulelor, cu fragmente de tintire specifice pentru a facilita
distributia medicamentului la locul tumorii, evitdnd deteriorarea altor organe; iii)
camp de saturatie ridicatd pentru a furniza semnale maxime; iv) activitate
sinergica cu agenti antitumorali, pentru a imbunatati eficacitatea tratamentului
cancerului prin scaderea rezistentei celulelor canceroase. Pentru livrarea de
medicamente, este imperativ ca miezul magnetic al nanomaterialului (de obicei
magnetit, FesOs sau maghemite, y-Fe-0z) sa fie nanocristalin si sa aiba un
comportament superparamagnetic numai in prezenta unui cdmp magnetic
extern, iar in afara acestuia, nanoparticulele nu ar trebui sa mai prezinte
interactiuni magnetice. In prezent, procesul de optimizare a acestor
nanoparticule magnetice de oxizi de fier se bazeaza atat pe reducerea
efectelor secundare asociate (reducerea cantitatii de distributie sistemica a
medicamentului), cat si pe reducerea dozei necesare, prin imbunatatirea
preciziei tintei medicamentului.

Prin urmare, prezenta tezd descrie concepte generale despre
nanoparticule de oxizi de fier (diverse metode fizice, chimice si biologice de
fabricare a lor, precum si caracteristicile acestora), aplicatiile biomedicale ale
nanoparticulelor magnetice, in special in terapia cancerului, precum si cateva
preocupari legate de posibila toxicitate a acestor nanomateriale magnetice
(mecanismul de toxicitate in vitro si in vivo, inclusiv observatii pentru reducerea
toxicitatii). Cea de-a doua parte a tezei dezvaluie sinteza si caracterizarea
fizico-chimica a celor trei oxizi de fier principali (magnetitd, maghemita si
hematitd) prin utilizarea combustiei si abordarii chimiei verzi, precum si
impactul lor biologic asupra unor linii celulare normale si tumorale alaturi de
impactul asupra tesuturilor respiratorii 3D bronsice.



3. SCOP $I OBIECTIVE

Scopul acestei teze de doctorat a fost sintetiza nanoparticulelor
magnetice pe baza de oxizi de fier, cu caracteristici adecvate pentru aplicatii
biomedicale, in special pentru terapia cancerului — ce pot fi utilizate ca
instrumente cu capacitate mare de incalzire utilizate in tratamentul hipertermic
si ca sisteme de administrare a medicamentelor, pentru terapia ftintita a
cancerului. in ceea ce priveste fabricarea nanoparticulelor, ideea se
concentreaza pe utilizarea a doua metode originale de sinteza, ca alternativa
la metodele conventionale utilizate in prezent — metoda arderii (combustie) si
metoda verde, pentru sinteza magnetitei, maghemitei si a hematitei. Ambele
metode prezinta multiple avantaje ce sunt prezentate in teza prin comparatie.

Teza de doctorat aduce o contributie importanta in aceasta directie,
datorita faptului ca, nanoparticulele magnetice rezultate din sinteza verde,
precum si din combustie au fost testate in ceea ce priveste capacitatea lor de
incalzire, cuantificatd prin puterea de pierdere intrinseca (ILP) si rata specifica
de absorbtie (SAR), doi parametri obligatorii pentru aplicatii practice in
hipertermie. Prin metoda combustiei s-au obtinut nanoparticule magnetice cu
proprietati magnetice excelente care au fost acoperite in continuare cu acid
citric pentru a obtine suspensii coloidale magnetice foarte stabile,
biocompatibile, evaluate in continuare din punct de vedere al capacitatii de
incalzire cuantificate prin ILP. Prin metoda verde, nanoparticule magnetice au
fost obtinute pentru prima data, pornind de la doud extracte apoase de
Artemisia absinthium L., pe bazd de frunze si tulpini. Pentru a obtine
nanoparticule magnetice cu caracteristici de inducere a hipertermiei, reactiile
de sintezd au fost efectuate, atat la 25°C, cat si la 80°C, utilizdnd doua
formulari ale agentului de precipitare. Datorita faptului ca prin abordarea
chimiei verzi s-au obtinut nanoparticule magnetice cu capacitate de incalzire
mai mare, restul obiectivelor stabilite pentru indeplinirea scopului tezei se
refera doar la sinteza nanoparticulelor magnetice prin metoda verde.

in ceea ce priveste noutatea si originalitatea acestei teze de
doctorat, impactul biologic in vitro al nanoparticulelor magnetice verzi obtinute,
asupra liniilor celulare 2D sanatoase (keratinocite umane imortalizate HaCaT)
si tumorigene (A375 - celule de melanom uman; A431 - carcinom uman
epidermoid; A 549 - carcinom pulmonar uman si NCI-H460 - carcinom



pulmonar uman, cu celule mari), a fost evaluat cu rezultate foarte bune. De
asemenea, profilul de biosecuritate al nanoparticulelor magnetice de oxizi de
fier sintetizate a fost evaluat folosind modelul EpiAirway™ — microtesuturi
functionale 3D, din celule brongsice normale. Pentru aplicarea tintita a
medicamentelor, s-au obtinut nanoformulari de tip solid-lipid (SLN) prin
incarcarea nanoparticulelor magnetice verzi cu un compus antitumoral - acid
oleanolic. S-a analizat citotoxicitatea SLN-urilor pe linia celulara 2D tumorigena
(A549), precum si biocompatibilitatea acestora pe modelul 3D de microtesut
functional EpiAirway™, o analizd care nu a mai fost facutd pana acum.
Aceasta investigatie complexa ne permite sa imitam indeaproape conditiile in
vivo ale utilizarii nanoparticulelor magnetice pe baza de oxizi de fier.

Prin aceasta tezad s-a dorit eliminarea oricarei disonante care arata
trecerea de la studiile in vitro 2D la 3D, sau trecerea de la studiile in vitro la
cele in vivo, cu scopul ca la finalul fiecarui studiu, s& obtinem date coerente.
Celulele pot avea un raspuns usor diferit la compusii antitumorali atunci cand
sunt utilizate studii in vitro 2D si 3D, reprezentand principalul motiv pentru care
prezenta tezd de doctorat este esentiala, deoarece constituie un studiu
complet, integrator si complex. Pentru o mai buna intelegere a informatiilor
descrise mai sus, Figura 3.1. rezuma intregul contur al tezei. O scurta
prezentare generald a nanoparticulelor magnetice pe baza de oxizi de fier,
impreuna cu doua metode diferite de sinteza a acestor nanoparticule,
proprietatile lor fizico-chimice si impactul lor biologic, precum si caracteristicile
inductoare de hipertermie, sunt descrise n capitolele 2 - 6.
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Figura 3.1. Schita intregii teze de doctorat, domeniul vizat de aplicatii si lucrarile publicate/in curs
de revizuire sau in lucru.



4. CONTRIBUTII PERSONALE

4.1. SINTEZA $1 CARACTERIZAREA NANOPARTICULELOR DE
Fe304 FABRICATE PRIN METODA COMBUSTIEI, CA INSTRUMENTE
iN HIPERTERMIE

Rezultatele acestui studiu sunt prezentate in teza de doctorat in
Capitolul 2 si se refera la proiectarea nanoparticulelor magnetice pe baza de
oxizi de fier, folosind metoda combustiei. in plus, este prezentat un proces usor
intr-o singura etapa pentru prepararea unei suspensii coloidale magnetice
foarte stabile si biocompatibile bazatd pe nanoparticule magnetice de oxizi de
fier acoperite cu acid citric, utilizate ca sursa de incalzire eficienta pentru
tratamentul hipertermiei celulelor canceroase. Procesul de acoperire a
materialelor magnetice, a fost efectuat pentru a obtine o suspensie adecvata
scopului medical, adica cu caracteristici de inducere a hipertermiei.

in ceea ce priveste nanoparticule magnetice de oxizi de fier solide
obtinute, combustia a avut loc in atmosfera controlata (in absenta aerului),
tocmai pentru a asigura formarea magnetitului (FezO.) si a preveni oxidarea
acestuia la maghemit (y-Fe»Os3). Caracterizarea structurala a nanoparticulelor
magnetice solide a aratat varfuri largi de difractie in concordanta cu
dimensiune nanometrica a cristalitelor in jur de 9 nm. Picurile observate au
fost atribuite planurilor de difractie ale magnetitei si hematitei. S-a explicat ca
prezenta hematitei nu este deranjantd, datoritd faptului ca& aceste
nanoparticule raman in suspensie nefiind atrase de magnet din lipsa
momentului magnetic, putadnd astfel fi indepartate. Microscopia electronica a
aratat ca nanoparticulele magnetice solide obtinute aveau forme poligonale
distribuite uniform. Magnetizarea de saturatie a nanoparticulelor magnetice
solide a fost de 46,26 emu/g, destul de mare avand in vedere ca volumul de
magnetita este in jur de 90 emu/g.

In ceea ce priveste analizele fizico-chimice ale suspensiei magnetice,
acestea au relevat ca suspensia coloidala obtinuta avea un diametru mediu de
72,7 nm la 25°C cu un indice de polidispersivitate de 0,179 si un potential zeta
de -45,0 mV, caracteristici superparamagnetice si o capacitate de incalzire
care a fost cuantificatd prin ILP. Spectroscopia Raman a aratat prezenta
magnetitei si a confirmat prezenta acidului citric pe suprafetele



nanoparticulelor. Capacitatea de incalzire a suspensiei magnetice a relevat o
valoare de 0,055 nH*m?%kg, la o amplitudine a campului magnetic de 120 Oe.
S-a aratat cad aceastd valoare creste odatd cu cresterea campului de
amplitudine magnetica. Avand in vedere acest lucru, se poate afirma ca
valoarea obtinuta indica faptul ca suspensia magnetica ar putea fi utilizata in
generarea de caldura magnetica.

4.2. SINTEZA S| CARACTERIZAREA NANOPARTICULELOR
MAGNETICE BIOACTIVE DIN PUNCT DE VEDERE AL
APLICATIILOR iN HIPERTERMIE

Ca o comparatie, in Capitolul 3 au fost dezvoltate nanoparticule
magnetice de oxizi de fier prin sinteza verde, cu scopul de a investiga in ce
masura aceste nanoparticule magnetice poseda caracteristici de hipertermie
magnetica, astfel incat sa poata fi utilizate pentru dezvoltarea de noi strategii
terapeutice care sa contribuie la imbunatatirea actualelor terapii pentru
cancer.

In acest capitol, nanoparticulele magnetice dezvoltate prin abordarea
chimiei verzi au fost obtinute pentru prima data, pornind de la doua extracte
apoase de pelin, pe baza de frunze si tulpini. Pentru a obtine nanoparticule cu
caracteristici inductoare de hipertermie, reactiile de sinteza au fost efectuate,
atat la temperatura camerei (25°C), cét si la 80°C, utilizdnd oua formulari ale
agentului de precipitare. In ceea ce priveste compozitia fazelor, rezultatele au
aratat ca, indiferent de agentul de precipitare utilizat, toate probele cu o
singura exceptie (WL 25-2 — extract de pelin din frunze, folosind doar NHz(g)
ca agent de precipitare la 25°C), au prezentat structura spinelului invers al
magnetitei sau maghemitei cubice. Microscopia electronica prezinta particule
de forma aproape sferica cu un interval de dimensiuni de la 1 la 10 nm. S-a
observat o usoara aglomerare de nanoparticule in cazul probelor precipitate
numai cu NHs(g), mai ales cand sinteza are loc la 25°C.

Investigatia magnetica a nanoparticulelor obtinute a aratat ca sinteza la
80°C folosind un amestec de NaOH si NHsaq) le mareste diametrul si implicit
le sporeste rata de absorbtie specifica (SAR), un parametru obligatoriu pentru
aplicatiile practice Tn hipertermie. Valori SAR ridicate au fost obtinute mai ales
cand s-a folosit extractul apos de tulpini (904 W/kg in cazul sintezei la 80°C si
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880 W/kg in cazul sintezei la 25°C), precum si saturatie de magnetizare
ridicata (~62 emu/g pentru sinteza la 80°C si 42 emu/g pentru sinteza la
25°C).

In concluzie, avand in vedere cd, pana in prezent, literatura de
specialitate nu dezvaluie niciun studiu privind sinteza magnetitei si a
maghemitei prin sintezd verde, pornind de la extracte apoase de pelin,
destinate aplicatiilor de hipertermie magnetica, astfel putem afirma ca acesta
este primul studiu de cercetare in care este detaliatd biosinteza
nanoparticulelor magnetice pe baza de oxizi de fier, pornind de la un extract
apos de pelin pe baza de frunze si tulpini, concepute pentru aplicatii de
hipertermie magnetica.

in concluzie, avand in vedere ambele studii, sunt necesare cercetéri
ulterioare in vederea optimizarii procedurii de sinteza, in scopul cresterii
diametrului magnetic al nanoparticulelor (aplicand ambele metode s-au obtinut
nanoparticule sub 10 nm) si implicit a eficientei de incalzire magnetica AC,
datorita faptului ca aplicatiile practice ale nanoparticulelor in hipertermie sunt
limitate de dimensiunile lor. Cu toate acestea, credem ca aceasta cercetare
deschide noi metode in ceea ce priveste conditile de sinteza luate in
considerare pentru prepararea nanoparticulelor magnetice biocompatibile si
foarte stabile atat prin abordarea combustiei, cét si prin chimia verde mediata
de plante.

4.3. BIOSINTEZA NANOPARTICULELOR DE OXIZI DE FIER:
CARACTERIZAREA $I CITOTOXICITATEA LOR IN VITRO PE LINII
CELULARE SANATATE SI TUMORIGENE

Capitolul 4 prezinta sinteza hematitei prin abordarea chimiei verzi,
intrucat in capitolul anterior s-au obtinut magnetitd si maghemita. inca o data
s-au folosit frunzele si tulpinile de Artemisia absinthium L., modificaAnd insa
conditiile de sinteza in scopul obtinerii de a-Fe2Os. Din céate stim, nu au fost
raportate studii privind sinteza nanoparticulelor de a-Fe-Os pornind de la
extractul apos al oricarei specii de Artemisia pe baza de frunze si tulpini.
Nanoparticulele au fost concepute cu scopul de a evalua efectele biologice in
vitro ale ambelor extracte de Artemisia absinthium L. si ale nanoparticulelor
magnetice de oxizi de fier rezultate din acestea, pe trei linii celulare diferite:
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keratinocite umane imortalizate HaCaT, A375 — melanom amelanotic uman si
A431- linie celulara de carcinom uman.

Rezultatele au aratat ca lipsa proprietatilor magnetice si culoarea maro-
roscata a tuturor probelor confirma prezenta hematitei ca faza majoritara. in
plus, benzile FTIR situate la 435 cm™ si 590 cm™, sunt atribuite vibratiei de
intindere Fe-O din hematitd, confirmand formarea NP-urilor de a-Fe Os.
Conform investigatiei prin microscopie electronica, nanoparticulele de oxizi de
fier sintetizate sunt extrem de mici (4,7 £ 0,8 nm din SEM si 2,8 + 0,9 nm din
TEM), aglomerate si cu forma cvasi-sferica. Diametrul hidrodinamic a
evidentiat ca nanoparticulele obtinute din frunze sunt de ordinul micronilor (ce
indica prezenta grupurilor gigantice), in timp ce nanoparticulele obtinute din
tulpini sunt de ordinul nanometrilor. Screeningul in vitro a probelor a relevat ca
linia celulara sanatoasa (HaCaT) prezinta o viabilitate buna (peste 80%) dupa
expunerea la nanoparticule si lipsa caracteristicilor apoptotice, in timp ce liniile
celulare tumorigene au manifestat o sensibilitate mai mare, in special celulele
melanomului (A375) cand este expus la o concentratie de 500 pg/mL
nanoparticule timp de 72 de ore. Mai mult, celulele A375 au provocat markeri
apoptotici semnificativi sub acesti parametri (concentratie de 500 pg/mL
nanoparticule, pentru un timp de contact de 72 de ore).

In concluzie, nanoparticulele de oxid de fier sintetizate au aratat un
potential promitator pentru aplicatii biomedicale, deoarece screening-ul
preliminar in vitro a dezvaluit ca nanoparticulele de a-Fe,Os fito-mediate nu au
aratat activitate citotoxica asupra keratinocitelor umane imortalizate
netumorigenice (HaCaT), in timp ce liniile celulare tumorigene, n special
celulele A375 sunt afectate semnificativ, celulele eliberand o cantitate mare de
LDH extracelular si semne specifice de apoptoza atunci cand sunt expuse la o
concentratie de 500 pg/mL pentru un interval de 72 de ore.

4.4. IMPACTUL BIOLOGIC AL NANOPARTICULELOR MAGNETICE
VERZI ASUPRA A DOUA MONOSTRATURI TUMORIGENE
PULMONARE DIFERITE $1 ASUPRA UNUI MODEL 3D BRONSIC
NORMAL-MICROTESUT EPIAIRWAY™

In Capitolul 5 au fost testate si alte materiale vegetale implicate in
sinteza nanoparticulelor de oxizi de fier prin metoda verde si anume Camellia
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sinensis L. si Ocimum basilicum L. Studiul a fost intreprins cu scopul de a
evalua impactul biologic al nanoparticulelor sintetizate prin metoda verde, pe
doua linii celulare 2D diferite morphologic, de cancer pulmonar: carcinom
pulmonar uman - celule A549 si carcinom pulmonar uman cu celule mari -
celule NCI-H460. Tn plus, profilul de biosecuritate al nanoparticulelor
magnetice sintetizate a fost evaluat utilizdnd microtesuturile functionale
tridimensionale (3D) model EpiAirway™ obtinute din celule bronsice normale,
cultivate la interfata aer-lichid. Datorita faptului ca literatura de specialitate
prezinta putine rapoarte privind fabricarea nanoparticulelor magnetice de oxizi
de fier prin sintezd verde cu potential anticancerigen impotriva cancerului
pulmonar, dar niciun studiu privind utilizarea ceaiului verde sau utilizarea
busuiocului ca materiale vegetale pentru biosinteza nanoparticulelor
magnetice de oxizi de fier si potentialele lor aplicatii in cancerul pulmonar,
consideram ca studiul nostru de cercetare va avea o importanta extrem de
stiintificd. Efectul materiilor prime verzi ca agenti reducatori si de acoperire a
fost luat in considerare pentru dezvoltarea nanoparticulelor magnetice,
precum si temperatura de sinteza a reactiei (25°C si 80°C). Analizele fizico-
chimice a aratat ca, indiferent de tipul de extract de planta, probele preparate
la 25°C contin un amestec de FesO4 si y-Fe20s3, in timp ce sinteza la 80°C a
dus la formarea de Fe;O, ca faza unica. Microscopia electronica a aratat ca
nanoparticulele formate au forma aproape sferica cu dimensiune ingusta sub
8 nm. Mai mult, statisticile diametrului nanoparticulelor magnetice, determinate
din imagini TEM si SEM, a fost in conformitate cu dimensiunea cristalitelor,
determinata prin analiza XRD si cu diametrul lor magnetic. Masuratorile
magnetice au demonstrat magnetizarea puternica de saturatie, in jur de 60
emu/g in cazul probelor preparate din extract etanolic de ceai verde, ceea ce
face ca aceste nanoparticule magnetice sa fie potrivite atat pentru aplicatii de
hipertermie, cat si pentru livrarea de medicamente. Efectul biologic al
nanoparticulelor magnetice obtinute din extractul etanolic de Camellia sinensis
L. a fost comparat cu cel al nanoparticulelor magnetice obtinute din extractul
etanolic de Ocimum basilicum L., prin utilizarea a doua linii celulare de cancer
pulmonar, diferite morfologic (A549 si NCI-H460); rezultatele au aratat ca
afectarea mai mare a viabilitatii celulare a fost manifestata de celulele A549
dupa expunerea la nanoparticulele magnetice obtinute din extractul etanolic
de Ocimum basilicum L. In ceea ce priveste profilul de biosecuritate al
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nanoparticulelor magnetice, s-a demonstrat cad modelele EpiAirway™ nu au
provocat scaderi importante a viabilitati sau modificari histopatologice
semnificative dupa tratamentul cu niciuna dintre probe, la concentratii de pana
la 500 pg/mL.

Tn concluzie, datele dezvaluie ca nanoparticulele magnetice de oxizi de
fier sunt mai active pe celulele A549 in comparatie cu celulele NCI-H460. Cu
toate acestea, nivelul de biosecuritate este bun, microtesuturile EpiAirway™
manifestand viabilitdti de peste 80% fara modificari histopatologice
semnificative. Ludnd fin considerare toate caracteristicile promitatoare
prezentate mai sus, nanoparticulele magnetice sintetizate pot fi considerate
candidati adecvati pentru dezvoltarea de formulari active prin nanotehnologie
pentru tratamentul cancerului pulmonar.

4.5. IMPACTUL BIOLOGIC AL SLN ASUPRA CARCINOMUL
PULMONAR UMAN (A549) SI ASUPRA UNUI MODEL 3D BRONSIC
NORMAL - MICROTESUT EPIAIRWAY™

in Capitolul 6 sunt prezentate investigatiile privind impactul biologic al
SLN-urilor incarcate cu o triterpena pentaciclica (acid oleanolic — OA), derivate
din nanoparticulele magnetice sintetizate prin metoda verde si foarte detaliate
in capitolul anterior. In ceea ce priveste impactul biologic, s-a urmaérit
determinarea potentialului anticancer pe linia celulara 2D de cancer pulmonar -
carcinom pulmonar uman - celule A549, precum si profilul de biosecuritate al
SLN-urilor, prin utilizarea modelului de microtesut EpiAirway™ 3D, obtinut din
celule bronsice normale.

Rezultatele au aratat ca linia celulara de carcinom pulmonar uman
(A549) a fost puternic afectata dupa tratamentul cu ambele probe de SLN
provenite din ceai verde (Cs); ratele de viabilitate induse de SLN-uri au fost in
jur de 50%. Mai mult, dupa o expunere de 24h la SLN_Ob 25 si SLN_Ob 80,
celulele A549 au fost afectate semnificativ, manifestand o viabilitate de
aproximativ 28%, respectiv 18%. in ceea ce priveste profilul de biosecuritate al
probelor SLN, rezultatele au prezentat un impact negativ asupra viabilitatii
microtesuturilor bronsice normale 3D (sub 50%) dupa expunerea la toate
probele de testat. Aceste aspecte au fost evidentiate si in urma investigatiei
histologice privind modificarile morfologice ale SLN-urilor pe modelul 3D de
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tesut respirator. Toate probele induc modificari majore, cum ar fi pierderea
integritatii epiteliului de suprafata, pierderea jonctiunilor epiteliale, pierderea
cililor, hiperkeratoza si moartea celulelor are loc prin apoptoza. Este foarte
probabil ca de vina pentru impactul negativ asupra viabilitatii si morfologiei
microtesuturilor bronsice normale 3D, sa fie doza prea mare (500 pg/mL)
utilizata. Cu toate acestea, vor fi luate in considerare ajustari suplimentare in
procesul de sinteza a SLN-urilor, precum si o alta evaluare complexa in vitro.

Teza de doctorat se bazeaza pe rezultatele originale obtinute din trei
articole de cercetare, in care subsemnatul este primul autor, publicate astfel :

- Datele prezentate in Capitolul 2, fac obiectul unui articol ISI,
publicat in Jurnalul Nanomaterials (MDPI), Journal Rank Q1 (I.F.= 5.719).

Cele mai importante descoperiri din acest studiu, se bazeaza pe faptul
ca MNP-urile au fost dezvoltate prin metoda combustiei cu diametru Thgust,
care au stat la baza obtinerii de suspensii coloidale magnetice stabile,
biocompatibile si s-a demonstrat ca suspensia obtinutd are diametru sub 100
nm, un indice de polidispersivitate bun si un potential zeta foarte negativ, ceea
ce denota stabilitatea si biocompatibilitatea suspensiei coloidale obtinute. Tn
ceea ce priveste capacitatea de incalzire a suspensiei, valoarea obtinuta
demonstreaza ca aceasta poate fi utilizatd cu succes in generarea de caldura
magnetica

- Datele prezentate in Capitolul 3, fac obiectul unui alt articol ISI,
publicat in Jurnalul Magnetochemistry (MDPI) Journal Rank Q2, (I.F. =
3.336).

in ceea ce priveste acest studiu, pentru prima data, nanoparticule
magnetice au fost obtinute prin abordare de chimie verde, pornind de la doua
extracte apoase de pelin, pe baza de frunze si tulpini. S-a demonstrat ca in
functie de conditiile de sinteza (temperatura, precursor de metal utilizat, agent
reducator utilizat, agent de precipitare etc.), nanoparticulele cu proprietati
magnetice excelente precum si cu valoare ridicatd a ratei specifice de
absorbtie (SAR), pot fi obtinute prin abordarea de sintez& verde. in plus, s-a
demonstrat ca prin optimizarea procedurii de sinteza se mareste diametrul
magnetic al nanoparticulelor si implicit eficienta de incalzire magnetica AC,
datorita faptului ca aplicatiile practice ale nanoparticulelor in hipertermie sunt
limitate de dimensiunile acestora.
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- Datele prezentate in Capitolul 4, fac obiectul celui de-al treilea
articol ISI, publicat Tn Jurnalul Nanomaterials (MDPI), Journal Rank Q1,
(LF. =5.719).

In ceea ce priveste acest studiu, pentru prima data, a fost raportata
sinteza nanoparticulelor de a-Fe;O3; pornind de la extract apos din specia
Artemisia, pe baza de frunze si tulpini. Avand in vedere impactul biologic, s-a
demonstrat ca IONP-urile nou sintetizate au aratat un potential promitator
pentru aplicatii biomedicale. In plus, s-a aratat c& NP-urile a-Fe,Os fito-mediate
nu au prezentat activitate citotoxica asupra keratinocitelor umane imortalizate
netumorigenice (HaCaT), dar liniile celulare tumorigene, in special celulele
A375, au fost afectate semnificativ..

- Datele prezentate in Capitolul 5, sunt transmise spre publicare n
Jurnalul Pharmaceutics (MDPI), Journal Rank Q1, (I.F. = 6.525)

In ceea ce priveste acest studiu, pentru prima data, a fost raportata
fabricarea nanoparticulelor prin abordare de sinteza verde cu potential
anticancer impotriva cancerului pulmonar. S-a demonstrat magnetizarea
puternica de saturatie (60 emu/g) obtinuta pentru probele preparate cu extract
etanolic de ceai verde, care subliniaza caracteristicile lor unice pentru aplicatii
de hipertermie, precum si pentru livrarea medicamentelor. in plus, a fost
dezvaluit profilul de biosecuritate al MIONP-urilor sintetizate prin metoda
verde, folosind modelul EpiAirway™. Nu s-a aratat o scadere importantd a
viabilitatii sau modificari histopatologice semnificative dupa tratamentul cu
niciunul dintre MIONP verzi..

- Datele prezentate in Capitolul 6 sunt inca in lucru.

in faza initiald, a fost demonstrat efectul antitumoral ridicat al SLN-urilor
pe baza de nanoparticule de oxizi de fier verzi incarcate cu OA. Ratele de
viabilitate au fost sub 50%, ceea ce inseamna ca linia celulara de carcinom
pulmonar uman (A549) a fost afectatd semnificativ. In ceea ce priveste profilul
de biosecuritate al SLN-urilor folosind modelul EpiairwayTM, toate probele
induc modificari majore, cum ar fi pierderea integritatii epiteliului de suprafata,
pierderea jonctiunilor epiteliale, pierderea cililor, hiperkeratoza si moartea
celulelor are loc prin apoptoza. Dar, cu toate acestea, vor fi luate n
considerare ajustari suplimentare in procesul de sintezd a SLNs, precum si o
alta evaluare complexa in vitro.



