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REZUMAT

Teza de doctorat, avand titlul “Terapia alternativa, neinvaziva si fara toxicitate a cancerului
mamar prin  hipertermie superparamagneticd cu nanoparticule biocompatibile SPION—y-
ciclodextrine”, este un studiu de cercetare (v. cuprinsul lucrdrii) privind terapia alternativd a
cancerului prin hipertermie superparamagneticd (SPMHT), utilizind nanoparticule magnetice SPION
(nanoparticule superparamagnetice de oxid de fier) de Fe;Os (magnetitd) biocompatibilizate prin
acoperirea cu gama-ciclodextrine (y-CDs), ca tehnicd neinvaziva, mai eficientd si fara toxicitate,
comparativ cu tehnicile conventionale utilizate astazi pe scarda larga in acest domeniu, chimio- si
radioterapia, care au un grad ridicat de toxicitate asupra organismului si In multe cazuri sunt
ineficiente 1n tratarea cancerului. Acesta metoda este una alternativa la chimio- si radioterapie, si este
neinvazivd si non-toxicd prin utilizarea unui cdmp magnetic alternativ de amplitudine micd, cu
frecventa in domeniul sutelor de kHz, si a nanoparticulelor magnetice de oxid de fier (SPION)
biocompatibile, avand mare potential in terapia viitoare a cancerului fara radiatii si fara citostatice, asa
cum arata studiile actuale n acest domeniu, atét in vitro, cat si in vivo, si chiar debutul din trialurile
clinice.

Pentru testarea in vitro a acestei terapii alternative am ales cancerul mamar, datoritd incidentei lui
crescute In randul populatiei la femei si a gradului ridicat de mortalitate, conform Organizatiei
Mondiale a Sanatatii.

Tema abordata este de mare actualitate Tn domeniul terapiei alternative a cancerului, si poate fi
metoda viitorului in tratarea cancerului, conform opiniilor cercetatorilor din domeniu, tocmai datorita
caracterului sdu neinvaziv, netoxic si al eficacitatii crescute in distrugerea celulelor tumorale,
ajungandu-se in unele experimente in vitro si in vivo chiar pana la distrugerea completd a tumorii prin
utilizarea unui efect termic natural in terapie: cresterea temperaturii in tumora la 42-43 °C sub actiunea
campului magnetic, ceea ce duce la distrugerea ireversibila a celulelor canceroase prin apoptoza.

Aceastd tema se incadreaza In cercetdrile mondiale actuale avansate din domeniul cancerului si,
totodatd, in preocuparile stiintifice actuale ale grupului de cercetare in care am lucrat, concretizate
recent si intr-un proiect de cercetare PN-III (2019-2022), Proiect Experimental Demonstrativ (PED),
PN-III-P2-2.1-PED-2019-3067, avand ca titlu “Nanobiostructuri inovatoare bazate pe nanoparticule
ferimagnetice bioconjugate cu ciclodextrine pentru cresterea eficacitatii si reducerea toxicitatii in
terapia cancerului prin hipertermie superparamagnetica’, coordonator Universitatea de Vest din
Timisoara (director, Conf. Dr. Dr. Habil. Caizer Costicd) si partener Universitatea de Medicina si
Farmacie ,,Victor Babes” Timisoara (responsabil proiect partener, Prof. Dr. Soica Codruta, colaborator
Prof. Dr. Dehelean Cristina).

Teza de doctorat a avut ca obiectiv general al cercetarii stiintifice studiul privind posibilitatea

utilizarii hipertermiei superparamagnetice, ca metoda alternativa si neinvazivd, in terapia cancerului



cu eficienta crescuta $i fara toxicitate, utilizand nanoparticule magnetice SPION biocompatibile de
Fe;O4 bioconjugate cu gama-ciclodextrine (y-CDs), iar ca obiective operationale, pentru
implementarea obiectivului general, urmatoarele:

- cresterea eficientei in hipertermia superparamagneticd pentru terapia cancerului, prin gasirea
marimii §i concentratiei nanoparticulelor magnetice SPIONs, a parametrilor cdmpului magnetic
alternativ exterior, a protocolului de aplicare si a duratei de tratament, cele mai potrivite pentru
aceasta terapie;

- reducerea sau chiar eliminarea toxicitdatii celulare in aceastd terapie, prin utilizarea
nanoparticulelor SPIONs acoperite cu gama-ciclodextrine;

- terapia in vitro a cancerului mamar, cu eficacitate ridicata si fara toxicitate.

Astfel, prin acest studiu am urmarit:
- influenta grosimii stratului organic de gama-cicodextrine (y-CDs) asupra puterii specifice disipate
maxime n hipertermia superparamagnetica, care duce la Incalzirea nanoparticulelor magnetice SPION
la temperatura de terapie (42,5-43 °C), necesara pentru distrugerea celulelor tumorale prin apoptoza;
- gasirea conditiilor optime 1n care hipertermia superparamagneticd cu nanoparticule de magnetita,
biocompatibilizate prin decorarea suprafetei lor cu gama-ciclodextrine (Fe3;Os—y-CDs), poate fi
utilizatd pentru a se obtine eficacitatea maxima in distrugerea celulelor tumorale;
- determinarea puterii specifice disipate maxime generata in hipertermia superparamagneticd in cazul
nanoparticule de CoFe,O4 acoperite cu y-CDs (nanobiostructura ‘core-shell’ de CoFe,Os—y-CDs);
- gasirea conditiilor in care puterea specificd disipatd devine maximad in cazul nanoparticulelor de
CoFe;04—y-CDs, in functie de marimea nanoparticulelor, grosimea stratului biocompatibil de la
suprafata nanoparticulelor si parametrii cdmpului magnetic alternativ;
- influenta amplitudinii si frecventei campului magnetic alternativ si a concentratiei nanoparticulelor
magnetice asupra puterii specifice disipate maxime 1n hipertermia superparamagneticd cu
bionanoparticule SPION-y-CDs;
- utilizarea 1n hipertermia superparamagneticd a nanobioconjugatelor de Fe;Os-PAA—(HP-y-CDs)
(PAA - acid poliacrilic, HP-y-CDs - hidroxipropil gama-ciclodextrine) intr-o structurd hibridd ‘core-
shell” (‘core’ - nanoparticule anorganice de Fes3Os si ,shell” - stratul organic de PAA—-(HP-y-CDs de la
suprafata nanoparticulelor magnetice), cu caracteristici foarte bune de disipare a céldurii si de
biocompatibilitate, pentru eficacitate maxima si toxicitate minima;
- gasirea caracteristicilor fizico-chimice potrivite pentru nanoparticulele de FesOs, Fe;Os-PAA si
nanobioconjugatele de Fe3;Os-PAA—(HP-y-CDs) pentru a forma suspensii magnetice stabile si a fi
adecvate pentru hipertermia superparamagneticd, utilizand simularea computationala 3D pentru
evaluarea puterii specifice disipate (SLP, Specific Loss Power) maxime, care duce la incilzirea

nanoparticulelor magnetice;



- obtinerea hipertermiei superparamagnetice, atat in conditii adiabatice, cat si in vitro, utilizand
nanobioconjugatele de Fe;Os-PAA—(HP-y-CDs) ca probe magnetice;

- evaluarea profilului biologic al nanoparticulelor magnetice de Fe3sO4-PAA si nanobioconjugatelor de
Fe;04-PAA—(HP-y-CDs), atét in conditii standard (37 °C), cat si induse de hipertermia magnetica (43
°C), utilizdnd un model in vitro bazat pe celulele umane sinitoase HaCaT (keratinocite umane) si
folosirea celei mai consacrate tehnici de evaluare a toxicitatii celulare in vitro — analiza MTT (test
colorimetric pentru evaluarea activitatii metabolice celulare);

- gasirea limitei biologice maxime admisibild pentru campul magnetic alternativ exterior, fara
afectarea celulara, pentru care hipertermia superparamagnetica poate fi aplicatd in siguranta in vitro;

- stabilirea protocolului pentru aplicarea in sigurantd in vifro a hipertermiei superparamagnetice cu
nanobioconjugate de Fe;O4-PAA—(HP-y-CDs);

- aplicarea hipertermiei superparamagnetice in vifro cu nanobioconjugatele de Fe3;Os-PAA—(HP-y-
CDs) pentru terapia eficace a celulelor canceroase de adenocarcinom mamar uman (MCF-7).

Pentru atingerea obiectivelor propuse in cercetarea din domeniul tezei am studiat mai Intai
teoretic (computational), utilizand un soft profesional cu reprezentare 3D prin simularea conditiilor
reale experimentale, conditiile in care poate fi obtinutd puterea maximéa disipatd in hipertermia
superparamagnetica cu nanoparticule SPION de FesO4 acoperite cu y-ciclodextrine (Fe3Os-y-CDs),
care sa ducd apoi la incalzirea eficientd a nanoparticulelor magnetice la temperatura de 42,5 °C,
necesara pentru terapia tumorilor. Rezultatele preliminare obtinute in aceasta etapa (capitolele 3-4) au
fost extrem de utile si au fost folosite ulterior pentru partea experimentald (capitolele 5-6), privind
realizarea eficientd a hipertermiei superparamagnetice in vitro cu nanobioconjugatele de Fe3;Os-PAA-
(HP-y-CDs) pentru terapia tumorilor mamare MCF-7 (adenocarcinom mamar uman), intrucat prin
studiu teoretic am stabilit conditiile care trebuie realizate experimental pentru a se obtine hipertermia
magnetica cu eficacitate maxima.

Teza de doctorat este structuratd pe 6 capitole, o introducere si concluzii (ca un alt capitol
distinct, care contine si contributiile personale ale doctorandei).

Primele doud capitole, avand titlurile ,,Metode si tehnici actuale pentru terapia alternativa a
cancerului” i ,,Hipertermia superparamagnetica cu nanoparticule magnetice SPMNP ca metoda
alternativa si neinvaziva in terapia cancerului: rezultate in vitro, in vivo §i trialuri clinice”, contin
partea generala a tezei, fiind o sintezd documentata referitoare la problematica cercetarii in domeniul
hipertermiei magnetice/ superparamagnetice, ca metoda alternativa pentru terapia cancerului in vitro
si in vivo, precum si stadiul actual In acest domeniu. Din aceste studii s-au desprins concluziile de mai
jos, foarte importante pentru cercetarea viitoare.

Domeniul terapiei alternative a cancerului, mai ales nanomedicina cu nanoparticule magnetice,
este unul in continua dezvoltare §i capata tot mai mult interes comparativ cu metodele clasice, radio- si

chimioterapia, care au un nivel ridicat de toxicitate. Dintre metodele alternative pentru terapia



cancerului, hipertermia superparamagnetica (SPMHT) s-a impus ca fiind cea mai potrivitd pentru acest
tip de terapie, datoritd eficientei ei crescute privind puterea disipatd si incélzirea nanoparticulelor
magnetice, §i a toxicitatii reduse, ca urmare a utilizarii nanoparticulelor magnetice foarte mici (<15-20
nm) §i a campurilor magnetice alternative armonice de amplitudine redusa (1-30 kA/m), cu frecventa
in domeniul sutelor de kHz (100-500 kHz). Totusi, desi aceastd metoda a evoluat mult in ultimele
doud decenii, raman inca probleme care trebuie clarificate prin cercetare, inainte de a fi o terapie
fezabila pentru trialurile clinice, si de a fi aplicatd apoi cu succes in terapia cancerului la om. Aceste
probleme ar fi:

(i) gasirea celor mai potrivite nanoparticule magnetice, ca tip (compozitie chimic#), marime, forma,
si comportare magnetica, in termeni de eficientd In hipertermia superparamagnetica si toxicitate;

(i1) biocompatibilitatea cea mai buna oferita de stratul organic de la suprafata nanoparticulelor
magnetice, si stabilitatea nanoparticulelor n suspensie coloidala;

(iii) biofunctionalizarea potrivitd a nanoparticulelor magnetice pentru a avea si afinitate fatd de celulele
tumorale;

(iv) gasirea parametrilor potriviti pentru cdmpul magnetic in SPMHT;

(v) gasirea conditiilor optime pentru realizarea eficientd a SPMHT, a dozelor si timpilor de expunere
la cdmpul magnetic pentru acest tip de terapie;

(vi) implementarea clinica a SPMHT, prin studii prealabile in vitro, in vivo si in final in trialurile
clinice, cu eficacitate maxima asupra tumorilor si toxicitate minima, sau chiar fara toxicitate.
Conform studiilor §i rezultatelor obtinute in vitro, in vivo si stadiului incipient din trialurile clinice,

hipertermia superparamagneticd s-a dovedit a fi o metodd fezabild ca si terapie alternativa si
neinvaziva in tratarea cancerului, comparativ cu tehnicile conventionale (radio- §i chimioterapia), care
au un grad ridicat de toxicitate. Insa, in acelasi timp, este nevoie de cercetiri suplimentare in vederea
standardizarii metodei pentru aplicarea acesteia i cu eficacitate maxima in distrugerea celulelor
tumorale, mai ales in cazul subiectilor umani (in trialurile clinice), astfel incat sa se poata elabora un
protocol in vederea aplicérii ei in terapiile clinice.

Urmatoarele patru capitole (capitolele 3-6) contin metodologia si rezultatele cercetarii obtinute in
cadrul tezei, atat teoretice (capitolele 3-4), cat si experimentale (capitolele 5-6). Fiecare dintre cele
patru capitole cu rezultate Incepe cu o introducere documentata in problematica abordata in contextul
cercetdrii internationale actuale In domeniu, stabilindu-se totodata clar motivatia si scopul/obiectivele
studiului facut.

Capitolul 3, intitulat ,,Contributii privind puterea specifica disipata maxima in hipertermia
superparamagnetica cu nanoparticule SPION biocompatibile de Fe;Oy decorate cu y-ciclodextrine
pentru terapia alternativa a cancerului”, contine un studiu teoretic (computational 3D) referitor la
puterea maxima disipatd in hipertermia superparamagnetica cu nanoparticule SPION biocompatibile
de Fes;0s, decorate cu y-ciclodextrine (y-CDs), pentru terapia alternativa a cancerului, eficienta si fara

toxicitate [223]. Acest studiu stabileste conditiile optime in care poate fi realizatd hipertermia



superparamagnetica cu astfel de nanoparticule, prin studiul puterii specifice disipate maxime, pentru a
se putea obtine incdlzirea eficientd a nanoparticulelor la temperatura de 42,5 °C necesard in
hipertermia cancerului (distrugerea ireversibila a celulelor tumorale prin apoptoza datorita temperaturii
ridicate). Din acest studiu au rezultat aspectele de mai jos.

In hipertermia superparamagnetica cu nanoparticule SPION de Fe;O4 acoperite cu y-CDs puterea
specifica disipatad este determinata, atat de procesele de relaxare magnetic Néel, cat si de procesele de
relaxare Brown, ca urmare a stratului organic de la suprafata nanoparticulelor care determind un
diametru hidrodinamic. Procesele de relaxare Néel sunt dominante la frecvente mai mari, spre 400-500
kHz, iar la frecvente mai joase, <150 kHz, ambele procese de relaxare Néel si Brown sunt prezente in
proportii aproximativ egale.

Ca urmare a prezentei stratului de y-CDs la suprafata nanoparticulelor de Fe3Os, care contribuie
semnificativ la maximul relaxarii Brown la frecvente mai joase, maximul puterii specifice disipate
obtinute in conditii optime pentru frecventa limitd admisibila n hipertermia superparamagnetica cu
bionanoparticule de Fe3Os4-y-CDs se deplaseaza in intervalul de frecvente 100-1000 kHz, de la
diametrul nanoparticulelor de 18,1 nm la 100 kHz pana la diametrul de 15,5 nm la 1000 kHz,
deplasare care nu este influentatd de mérimea cadmpului magnetic.

Puterea specifica disipatd maxima obtinutd in hipertermia superparamagneticd cu nanoparticule
de Fe304-y-CDs creste aproximativ liniar, atdt cu cresterea campului magnetic in intervalul 5-50
kA/m, cat si cu cresterea frecventei in intervalul 100-500 kHz.

La frecvente mai joase de 250 kHz, datorita prezentei relaxarii Brown, hipertermia magnetica se
poate obtine Intr-un domeniu mai larg de valori pentru diametrele nanoparticulelor, acesta extinzandu-
se de la 16,9 nm pana spre 25-30 nm. Desi puterea specifica disipata maxima scade la aceste valori
mai mari ale diametrelor, aceasta este incé suficientd pentru incalzirea nanoparticulelor la temperatura
optima de 42,5-43 °C necesara pentru distrugerea celulelor tumorale prin apoptoza.

Pentru diametre mai mari de 18,5-19 nm, hipertermia magnetica se obtine exclusiv prin procesele
de relaxare Brown, procesele de relaxare Néel fiind neglijabile in acest domeniu al marimii
nanoparticulelor. Acesta este un avantaj major in practicd, in cazul real al existentei distributiilor
marimilor nanoparticulelor, care se obtine de reguld prin metodele de preparare ale nanoparticulelor,
intrucat diametrul nanoparticulelor in acest caz nu mai este un parametru critic si, deci, nu mai trebuie
s aiba o valoare strictd (ex. valoarea de 17,1 nm la frecventa de 200 kHz pentru a se obtine puterea
disipata maxima). Astfel, la frecvente joase pot fi utilizate practic distributii largi ale marimilor
nanoparticulelor pentru obtinerea hipertermiei magnetice prin relaxare Brown.

In conditii optime si pentru limita biologica admisibila pentru camp si frecventa, puterea specifica
disipata maxima in hipertermia superparamagnetica cu bionanoparticule Fe;O4-y-CDs se obtine pentru
campul magnetic din intervalul 10-25 kA/m si frecventa din intervalul 200-500 kHz, la diametrele

nanoparticulelor cuprinse in domeniul 16,2-17,1 nm.



Acest studiu [223] permite implementarea practicd a hipertermiei superparamagnetice in conditii
optime, utilizand nanoparticulele SPION biocompatibile, de Fe;O4 acoperite cu y-CDs (Fe;O4-y-CDs),

pentru obtinerea eficientei maxime si lipsei toxicitatii celulare.

Urmarind obtinerea terapiei hipertermice intracelulare (din interiorul celulelor), care este mai
eficientd in distrugerea celulelor tumorale, in capitolul 4, intitulat ,, Contributii privind hipertermia
superparamagnetica cu nanoparticule SPION biocompatibile de CoFe;O4—y-CDs pentru aplicarea in
terapia alternativa a cancerului”, prezint realizarea hipertermiei superparamagnetice cu
nanoparticulele de CoFe,O4 acoperite cu y-CDs, obtinute prin substituirea ionului de Fe*" din structura
moleculei de magnetitd (Fe;O4), cu ionul de Co*". Studiul ficut privind puterea specifici disipati care
duce la incalzirea nanoparticulelor, si care este indicatorul de bazad in stabilirea eficientei in
hipertermia magnetica, a condus la rezultate deosebite si total diferite fatd de cele obtinute in cazul
nanoparticulelor de Fe3Os—y-CDs, cu potential ridicat in terapia eficientd a cancerului, si fara
toxicitate. Concluziile acestui studiu sunt redate In continuare.

Bionanoparticulele de CoFe;O4—y-CDs pot fi utilizate cu succes 1n hipertermia
superparamagnetica pentru terapia alternativa a cancerului ([279]) in vitro si in vivo si pe viitor 1n
trialuri clinice, ca urmare a cresterii eficacitdtii asupra tumorilor si non-toxicitatii asupra celulelor
sanatoase.

Puterea specifica disipatd in hipertermia superparamagneticd cu nanoparticulele de CoFe;Os-y-
CDs in suspensie se obtine exclusiv prin procese de relaxare Brown, ceea ce duce la cel putin
urmatoarele beneficii pentru hipertermia magnetica:

(1) existenta diametrului nanoparticulelor care conduce la maximul puterii specifice disipate, intr-un
domeniul larg de valori ~(9-14) nm (in functie de amplitudinea si frecventa cdmpului magnetic),
concomitent cu cresterea semnificativa a puterii specifice disipate maxime (cresterea eficientei si
eficacitatii in terapie); acest diametru din domeniul ~(9-14) nm este mai potrivit pentru hipertermia
superparamagneticd comparativ cu diametrul de ~(6-6,5) nm obtinut in cazul nanoparticulele de
CoFey0; si al relaxarii Néel;

(i1) diametrul nanoparticulelor in acest caz nu mai este un parametru critic (ca In cazul relaxarii Néel),
aceasta fiind un avantaj major in implementarea practicd a hipertermiei magnetice, printre care si
utilizarea nanoparticulelor cu distributii largi ale diametrelor;

(iii) posibilitatea utilizarii cdmpurilor magnetice mai mari, nefiind o limitare la cAmpuri magnetice
mici, ca 1n cazul relaxarii Néel, ceea ce duce practic la posibilitatea obtinerii de puteri specifice
disipate semnificativ mai mari in hipertermia superparamagneticd, cu efecte benefice in
hipertermie.

Totusi, puterea specifica disipatd maxima este indicat a fi obtinuta pana spre frecventa maxima de
1000 kHz, unde apare un efect de saturatie a puterii maxime, iar optim pentru domeniul ~(200-500)

kHz, depinzand in principal de amplitudinea campului magnetic.
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Modificarea amplitudinii cAmpului magnetic exterior schimba radical valoarea diametrului optim,
care da maximul puterii specifice disipate in hipertermia superparamagneticd, in contrast cu cazurile
cand maximul puterii este determinat de relaxarea Néel, situatie in care diametrul optim nu se
schimba.
si non-toxicitatii celulare In hipertermia magnetica, si eliminarea interactiunilor dintre nanoparticulele
magnetice, care sunt beneficii majore in hipertermia magnetica, permite si cresterea semnificativa a
fractiei volumice de Tmpachetare a nanoparticulelor (cresterea concentratiei nanoparticulelor). Aceasta
duce la cresterea semnificativa a puterii specifice disipate si a temperaturii de incélzire in acest caz (a
eficientei in hipertermia magneticd), comparativ cu utilizarea altor bionanostructuri mai mari, de
exemplu lipozomi (cu marimea de zeci — sute de nm), care scad semnificativ eficienta in hipertermia
magnetica.

Rezultatele obtinute ([279]) permit implementarea practica in conditii optime a hipertermiei
superparamagnetice utilizind bionanoparticule de CoFe,O,—y-CDs, pentru cresterea eficientei si

eficacitatii in terapia cancerului fara citotoxicitate.

Studiile teoretice prezentate in capitolele 3 si 4 constituie baza pentru studiile experimentale
ulterioare, prezentate in capitolele 5 si 6, privind realizarea In conditii optime experimentale a
hipertermiei superparamagnetice in vitro cu nanobioconjugate de Fe;Os;-PAA—(HP-y-CDs), pentru
terapia eficienta si fara toxicitate a cancerului mamar MCF-7 (adenocarcinom mamar uman).

Astfel, in capitolul 5, avand titlul ,, Contributii privind cresterea eficacitatii in hipertermia
superparamagneticda cu nanobioconjugate SPION biocompatibile de Fe;O4PAA—(HP-y-CDs) pentru
terapia alternativa a cancerului fara toxicitate” sunt prezentate rezultatele experimentale obtinute in
urma aplicéarii hipertermiei superparamagnetice cu nanobioconjugatele de Fe;O4-PAA—(HP-y-CDs)
(PAA - acid poliacrilic, HP-y-CDs - hidroxipropil gama-ciclodextrind) asupra liniei celulare de
keratinocite umane sanatoase HaCaT, care arata eficienta si non-toxicitatea metodei asupra celulelor
sanatoase. Prin acest studiu s-au conturat concluziile de mai jos.

Nanobioconjugatele de Fe;Os-PAA—(HP-y-CDs), cu structurd ,,core-shell”, avand diametrul
mediu al miezului magnetic (core) al nanoparticulelor de Fe;Os4 de ~16 nm, acoperite cu stratul
organic subtire (shell) de PAA—(HP-y-CDs), de ~2 nm grosime, care asigurd o foarte buna
biocompatibilitate celulard dupa testarea facutd pe celulele umane sanatoase HaCaT (viabilitatea
celulara in jurul valorii de 100 % pentru concentratii de pana la 1 mg/mL), este nanobiostructura cea
mai potrivita pentru a fi utilizata in hipertermia superparamagneticad a tumorilor, cu eficientd crescuta
si fara toxicitate ([345]).

Stratul organic de PAA—(HP-y-CDs) de la suprafata nanoparticulelor magnetice de Fe;O4, cu
grosimea redusd, de numai ~2 nm, pe langd biocompatibilitatea foarte buna creatd nanoparticulelor

magnetice, permite si cresterea semnificativd (pand la o eventuald limita superioara acceptabild a
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toxicitatii) a fractiei volumice de impachetare a nanobioconjugatelor (concentratiei), respectiv a
nanoparticulelor de Fe;O4 1n suspensia injectabild, pentru obtinerea hipertermiei superparamagnetice.
Acesta va duce la o crestere semnificativa a puterii specifice disipate (SLP), si implicit a temperaturii
de incélzire, concomitent cu reducerea duratei de incilzire pand la valoarea optima de ~42,5 °C
utilizatd in hipertermia tumorilor. Cu alte cuvinte, reducerea grosimii stratului organic biocompatibil
de la suprafata nanoparticulelor magnetice pand la limita acceptabild de 1,5-2 nm, permite cresterea
eficientei in obtinerea efectului hipertermic in hipertermia superparamagneticd, comparativ cu cazul
altor biostructuri mari (ex. lipozomi sau altele), unde eficienta este redusa.

Nanoparticulele de Fe;O4, avand diametrul mediu de ~16 nm, bioconjugate cu y-CDs ramificate
prin intermediul biopolimerului PAA (Fe;O4-PAA—(HP-y-CDs)), pana la concentratie de 10 mg/mL in
suspensie nu au toxicitate celulard, si, prin urmare, pot fi utilizate cu succes in hipertermia
superparamagnetica, cu eficientd crescuta.

In conditiile experimentale in vitro stabilite ca fiind optime, temperatura de 42,5 °C necesara in
hipertermia magneticé a tumorilor este atinsé intr-un interval de timp relativ scurt, respectiv de numai
23 min., durata care nu afecteaza tesuturile sdnatoase in terapie.

Aplicarea in vitro timp de 30 min. a hipertermiei superparamagnetice cu nanobioconjugatele de
Fe;04-PAA—-(HP-y-CDs) si parametrii stabiliti pentru campul magnetic alternativ exterior la limita
biologica admisibild, nu afecteaza celulele sanatoase de keratinocite umane HaCaT (in suspensie);
hipertermia superparamagneticd a fost obtinutd experimental In cdmpul magnetic de 15,92 kA/m si
frecventa de 312,2 kHz, pentru nanoparticule cu diametrul mediu al miezului magnetic de 15,8 nm,
care dau efectul hipertermic maxim, ce duce la temperatura de 42,5 °C necesara in terapia tumorilor
intr-un timp scurt, pentru a nu fi afectate celulele sanatoase.

Nanobioconjugatele ferimagnetice de Fe;Os;-PAA—(HP-y-CDs) pot fi utilizate in siguranta in
hipertermia superparamagnetica (fard toxicitate) si cu eficienta ridicata, datoritd existentei stratului
organic de PAA—(HP-y-CDs) de la suprafata nanoparticulelor magnetice, care este potrivit pentru
aceasta tehnica terapeutica. Evaluarea biologica aratd ca nu existd citotoxicitate a nanoparticulelor
Fe;04-PAA si nanobioconjugatelor de Fe;O4-PAA—(HP-y-CDs) asupra celulelor HaCaT dupa un
interval de 24 h, atat pentru conditii standard (37 °C), cét si in conditiile de hipertermie magnetica
(42,5 °C).

Studiul facut ([345]) stabileste conditiile in care poate fi aplicatd optim si in siguranta hipertermia
superparamagnetica in vitro, utilizand nanobioconjugatele de Fe;O4-PAA—(HP-y-CDs), mai eficient si
fara toxicitate celulara, pentru a fi utilizata in terapia viitoare a cancerului.

In capitolul 6 sunt prezentate rezultatele experimentale obtinute in urma aplicarii in vitro a
hipertermiei superpamagnetice cu nanobioconjugatele de Fe;O4-PAA—(HP-y-CDs) pentru terapia

adenocarcinomului de sdn uman MCF-7 (celule canceroase mamare umane). Rezultatele au
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demonstrat eficacitatea ridicatd in terapia cancerului mamar (95,11%) prin aceasta metoda alternativa,
neinvaziva, $i fara toxicitate. Concluziile rezultate in urma acestui studiu sunt redate mai jos.

Terapia prin hipertermie superparamagnetica (SPMHT) cu nanobioconjugate de Fe;Os-PAA-
(HP-y-CDs), avand diametrul mediu al nanoparticulelor de FesO4 de ~16 nm si diametrul mediu
hidrodinamic al nanobioconjugatelor de ~20 nm, duce la distrugerea celulelor canceroase mamare
MCF-7 prin apoptoza intr-un procent foarte ridicat, de 95,11 % (viabilitatea celulara de 4,89 %
comparativ cu conditiile standard), dupd 24 h de la tratament, in urmatoarele conditii: durata de terapie
de 30 min., temperatura de terapie de 42,9 °C, cdmpul magnetic alternativ armonic aplicat cu
amplitudinea de 160 Gs (12,73 kA/m) si frecventa de 312,2 kHz, concentratia de 10 mg/mL a
nanoparticulelor magnetice din nanobioconjugatele de Fe;04-PAA—(HP-y-CDs) suspendate in mediul
de culturd celular.

Eficacitatea foarte buna obtinutd in terapia cancerului mamar in vitro, prin aplicarea hipertermiei
superparamagnetice utilizind nanobioconjugatele de Fe;Os-PAA—(HP-y-CDs), se datoreaza conditiilor
experimentale optime gasite de noi pentru realizarea terapiei SPMHT: marimea optima a
nanoparticulelor de FesO4, concentratia eficace a nanoparticulelor magnetice, utilizarea
ciclodextrinelor ramificate HP-y—CDs fara toxicitate, pentru acoperirea nanoparticulelor magnetice de
Fes;04, grosimea foarte redusd (~2 nm) a stratului organic de la suprafata nanoparticulelor magnetice
SPION de Fe3O4, mérimea si frecventa campului magnetic alternativ exterior potrivite si durata de
terapie fara afectarea celulara ([223,345,414]).

Limita biologicd maxima admisibila pentru campul magnetic aplicat, fard afectare celulard, poate
fi extinsd semnificativ, la valoarea de Hxf ~9,5x10° Am'Hz in cazul celulelor mamare MCF-7, limita
care este dubld fatd de cea cunoscutd pani acum (5x10° Am'Hz) in experimentele de hipertermie
magnetica. Rezultatul obtinut este foarte important pentru implementarea practicd a hipertermiei
superparamagnetice (SPMHT) in vitro si, pe viitor, in vivo, deoarece permite cresterea semnificativa a
campului magnetic care poate fi utilizat in siguranta. Totodatd, aceasta permite reducerea
semnificativa si a concentratiei nanoparticulelor magnetice ce va fi utilizata in terapia prin hipertermie
superparamagneticd, cu efect benefic major asupra eliminarii citotoxicitatii in aceasta terapie.

Procentul de distrugere a celulelor canceroase scade usor dupd aplicarea hipertermiei
superparamagnetice atunci cand concentratia nanoparticulelor magnetice scade de la 10 mg/mL la 5
mg/mL si, respectiv, 1 mg/mL, si anume: la 90,91 % (viabilitate celulard de 9,09 %) si, respectiv,
88,68 % (viabilitate celulara de 11,32 %), raménand insa procente la niveluri destul de ridicate.

Totusi, si In aceste cazuri terapia anticancer prin hipertermia superparamagnetica poate ramane la
fel de eficace ca in cazul concentratiei de 10 mg/mL, prin repetarea sedintei de terapie dupa 24 h, sau
chiar cresterea duratei de terapie peste 30 min., cat s-a utilizat in experiment. Astfel, eficacitatea

distrugerii celulelor canceroase ar putea fi crescuté chiar pana la 100 %.
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Teza se Incheie cu concluziile care contin rezultatele semnificative obtinute In urma studiului

facut, fiind punctate totodata si contributiile personale, originale, ale doctorandei.

In incheiere, ca si concluzie finald se poate spune ci hipertermia superparamagnetici cu
nanobioconjugate de Fe3Os-PAA—(HP-y-CDs este o tehnicd neinvaziva, viabilda pentru terapia
alternativa eficienta si fara toxicitate a cancerului mamar in vitro ([414]).

In plus, rezultatele obtinute arati viabilitatea hipertermiei superparamagnetice cu
nanobioconjugatele de Fe;O4-PAA—(HP-y-CDs) in terapia alternativa cancerului. Totodata, rezultatele
obtinute deschid noi directii de cercetare, cum ar fi terapia si pentru alte tipuri de cancere in vitro (cu
incidenta crescutd in randul populatiei si grad ridicat de mortalitate, cum ar fi: melanomul malign,
cancerul de prostata, glioblastomul etc.) si apoi in vivo, pe model animal, si in perspectiva in trialurile

clinice la om.
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