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Inventia se refera la un procedeu de obtinere de sisteme complexe multifunctionale, de
tip magnetita (Fe,;O,)/tioacizi/nanoAg sau Au. Aceste sisteme sunt eficiente pentru diagnoza si
tratamentul loco-regional, tintit al cancerului, prin hipertermia produsa de aplicarea unui camp
electromagnetic extern, prin actiunea nanoparticulelor de Au sau Ag, precum si prin fototerapia
indusa de excitarea nanoparticulelor de Au sau Ag.

Sistemele multifunctionale propuse utilizeaza metode neconventionale de tratare a
cancerului, prin utilizarea atat a magnetitei, cat si a ionilor de Au/Ag care induc apoptoza
celulara prin diverse mecanisme.

Aceste sisteme multifunctionale contin particule magnetice (in special magnetita) cu rol
antitumoral indus prin hipertermie, o componenta organica (tioacizi) avand rol de agent de
legare (linker), dar si agent de stabilizare a miezului magnetic, si ioni de Ag sau Au cu rol
antitumoral gi antiseptic, indus de prezenta acestor nanoparticule, sau de excitarea acestor
nanoparticule prin fototerapie.

Combinarea nanoparticulelor de magnetita cu cele de Ag sau Au este deosebit de utila
deoarece astfel este permisa tratarea cancerului prin mecanismele mentionate, dar asigura gi
un mediu septic, impiedicand astfel dezvoltarea infectiilor la nivelul organului sau tesutului tratat.

Datorita proprietatilor remarcabile (dimensiunile controlabile si comparabile cu cele ale
celulelor (10...100 um), ale virusurilor (20...450), ale proteinelor (5...50 nm) sau ale genelor
(2 nm latime si 10...100 nm lungime), biocompatibilitatea; lipsa de toxicitate; posibilitatea de
administrare i.m. sau i.v.; nivelul ridicat de acumulare in tesutul tinta sau organ prin control
magnetic) [1], magnetita este folosita cu succes in numeroase aplicatii medicale, precum: agent
de contrast, sisteme de transport si eliberare controlata, imagistica RMN, diagnosticare,
recunoastere biomoleculara, separare magnetica, hipertermie etc. [2].

Folosirea cu succes a nanoparticulelor magnetice in diverse aplicatii depinde de o serie
de factori: marimea particulelor trebuie sa se situeze in intervalul 6...20 nm [1]; sa prezinte
distributii dimensionale Tnguste care sa asigure proprietati fizico-chimice uniforme; sa prezinte
superparamagnetism (proprietate legata de dimensiunea nanoparticulelor); dupa indepartarea
campului magnetic, aceste particule sa nu prezinte magnetizare remanenta [1]; suprafata
nanoparticulelor magnetice sa poata fi functionalizata pentru diferite aplicatii biomedicale [1]
(transportul si eliberarea controlata a medicamentelor, diagnoza RMN, hipertermie, bio-separare
etc.) si industriale (epurarea apelor reziduale si menajere, cataliza etc.).

Comportamentul biologic al nanoparticulelor este partial dependent de marimea
acestora. Modificarea dimensiunilor si formei nanoparticulelor conduce la diferente semnificative
ale absorbtiei celulare, functionalitatii si toxicitatii [3,4]. Astfel, un control riguros al dimensiunii
particulelor face posibila omorarea doar a celulelor canceroase, prin procesul de hipertermie,
fara a afecta celulele sanatoase [4, 5].

Functionalizarea suprafetei nanoparticulelor de magnetita este controlata prin metoda
de sinteza folosita [1]. Astfel, este foarte important ca metoda de sinteza sa asigure formarea
unei populatii monodisperse de nanoparticule magnetice de anumite dimensiuni, sa fie
reproductibila si sa nu implice procese de sinteza complicate de purificare.

Odata obtinute aceste nanoparticule de magnetita, este necesara stabilizarea in situ,
prin adsorbtia unor molecule pe suprafata acestora (tioacizi, amine, aminoacizi, acizi gragi, acid
citric). Procesul de stabilizare este foarte important in utilizarea nanoparticulelor magnetice in
aplicatiile biomedicale, deoarece expunerea acestora la aer, in timp, duce la oxidarea oxidului
de Fe (Il) din magnetita la Fe (Ill) in maghemita, pierderea proprietatilor magnetice si, totodata,
ofera posibilitatea introducerii pe suprafata magnetitei a unor grupari functionale (NH,, -COOH,
-SH...), sau a unor biomolecule [6].
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De asemenea, o proprietate foarte importanta a nanoparticulelor magnetice utilizate in
domeniul biomedical si, in special, in hipertermie o reprezinta temperatura Curie [7]. Pentru a
fi folosite in aplicatii biomedicale, in spetd, in tratarea cancerului prin hipertermie, nano-
particulele trebuie sa prezinte magnetizatie mare.

Nanoparticulele cu temperatura Curie scazuta - definitda ca temperatura la care
materialul pierde momentul sau magnetic - se incalzesc pana cand ating temperatura Curie,
dupa care raman inactive, cu exceptia cazului in care temperatura lor scade sub temperatura
Curie. Nanoparticulele cu temperaturi Curie apropiate de intervalul terapeutic pot mentine
eficient temperaturi intre 42 si 45°C, caracteristice procesului de hipertermie. Aceste nanopar-
ticule cu putere de autoreglare a temperaturii functioneaza ca un termostat. Se incalzesc pana
la atingerea temperaturii Curie, si produc efectul hipertermic, dar in acelasi timp previn
incalzirea excesiva a tesuturilor sanatoase inconjuratoare, prin inactivarea ce are loc imediat
ce temperatura depaseste punctul Curie.

Hipertermia este un procedeu terapeutic folosit pentru tratarea cancerului prin ridicarea
temperaturii in regiunea afectata de boala.

Potrivit Institutului National de Cancer, tratamentul cancerului prin procesul de
hipertermie are la baza distrugerea celulelor canceroase prin ridicarea temperaturii lor la o
temperatura cuprinsa in intervalul terapeutic de 42...45°C. Aceasta abordare duce la distrugerea
tumorilor canceroase si, totodata, face celulele canceroase rezistente la alte tratamente mai
vulnerabile. Astfel, in prezent, medicii oncologi folosesc adesea tratamentul cancerului prin
hipertermie in asociere cu radioterapia si chimioterapia.

Potrivit Institute for Health Metrics and Evaluation, cancerul reprezinta a doua cauza de
deces in lume, dupa bolile cardiovasculare. Cancerul pulmonar, hepatic sau de stomac
reprezinta principalele forme de cancer care se manifesta in cazul ambelor sexe (~40%).
Diagnosticarea timpurie, dar si tratamentul adecvat al cancerului imbunatatesc foarte mult rata
de supravietuire [8].

Problemele aparute in terapia actuala a cancerului tin de toxicitatea mare a medica-
mentelor antitumorale, fapt care duce la multiple efecte adverse, precum caderea parului,
nefrotoxicitate, afectarea ireversibila a sistemului nervos periferic, hepatotoxicitate etc. Toate
aceste efecte sunt cauzate de administrarea sistemica a substantelor active in cazul terapiilor
conventionale, pentru a reusi atingerea concentratiei terapeutice la nivelul tumorii.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in obtinerea de sisteme complexe
multifunctionale, de tip magnetita (Fe,;O,)/tioacizi/nanoAg sau Au, incarcate sau nu cu substante
antitumorale, utilizate pentru diagnoza si tratamentul loco-regional, tintit al cancerului, prin
hipertermia produsa de aplicarea unui camp electromagnetic alternativ extern, prin actiunea
intrinseca a nanoparticulelor de Au sau Ag, precum si de fototerapia indusa de excitarea
nanoparticulelor de Au sau Ag.

Sistemele complexe multifunctionale, de tip Fe,;O,/tioacizi/nanoAg sau Au, incarcate sau
nu cu medicament utilizate pentru diagnoza si tratamentul loco-regional,
tintit al cancerului, conform inventiei inlatura dezavantajele mentionate, mai ales cele aferente
toxicitatii sistemice, prin combinarea unor mecanisme neconventionale de tratament al
cancerului, cu toxicitate scazuta, iar in cazul sistemelor complexe care contin si antitumorale,
eliberarea acestora se realizeaza loco-regional.

Aceste sisteme pot elimina necesitatea administrarii citostaticelor, actiunea lor
antitumorala fiind bazata pe efectul hipertermic si fotodinamic. Chiar si in cazul in care sis-
temele sunt incarcate si cu substante antitumorale, capacitatea de concentrare a nanoparti-
culelor magnetice in tumora conduce la utilizarea unor cantitati mici de citostatic, astfel
eliminandu-se efectele adverse sistemice, generate de terapiile conventionale.
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Aplicarea inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- sistemele complexe functionale, de tip Fe,O /tioacizi/nanoAg sau Au, incarcate sau nu
cu agenti antitumorali, se obtin printr-un procedeu simplu $i economic;

- sistemele complexe multifunctionale, de tip magnetita (Fe,O,)/tioacizi/nanoAg sau Au,
imbina componentele caracteristice metodelor conventionale de tratament (chimioterapeutice -
citostatice, insa cu eliberare controlata, loco-regionald) cu cele neconventionale de tratament
(hipertermia si activitatea antitumorala datorata nanoparticulelor de Au si/sau Ag, cu activitate
antitumorala intrinseca sau indusa de iradiere - fototerapie);

- sistemele complexe multifunctionale, de tip Fe,O,/tioacizi/nanoAg sau Au, incarcate
sau nu cu medicament, sunt utilizate pentru diagnoza si tratamentul loco-regional, tintit al
cancerului, imbinand metodele conventionale de tratament (prin actiunea agentului antitumoral
eliberat n interiorul tumorii) cu metodele neconventionale de tratament (prin hipertermia
produsa de aplicarea unui camp electromagnetic extern, prin actiunea nanoparticulelor de Au
sau Ag, inclusiv de fototermia produsa de acestea);

- sistemele magnetice sunt dirijate Tn tesutul/organul dorit, unde are loc eliberare tintita
a medicamentului si unde, prin excitare externa se produce hipertermie indusa de campul
electromagnetic (indusa de magnetitda) sau fasciculul laser (fototermia produsa de
nanoparticulele de Au sau Ag);

- avantajul major al acestor sisteme il reprezintd multifunctionalitatea lor, data de
prezenta componentelor principale, si anume:

1. rol curativ, realizat prin hipertermie indusa de aplicarea unui camp
electromagnetic asupra particulelor de magnetita;

2. rol antitumoral si antiseptic, datorita prezentei nanoparticulelor de Ag sau Au
(rol antitumoral intrinsec si, respectiv, indus prin fototermie);

3. dirijarea si acumularea acestor sisteme magnetice la nivelul tesutului/organului
dorit.

Fiecare componenta din sistemul multifunctional are un rol bine stabilit, si anume:

Magnetita (Fe,O,) are rolul:

- de a facilita transportul sistemului in zonele de interes si, totodata, tratarea organului
sau tesutului bolnav prin procesul de hipertermie;

- antitumoral (poate genera hipertermie ,Ja comanda" atunci cand se aplica campuri
electromagnetice externe de frecventa 100...300 kHz).

Partea organica are rolul:

- de a media legarea nanoparticulelor de Ag sau Au prin interactii electrostatice de
nanoparticulele de magnetita;

- de dispersie a nanoparticulelor magnetice, si de a le stabiliza, pentru a putea fi utilizate
in vivo pe o perioada suficient de lunga, necesara diagnozei si/sau tratamentului antitumoral.

in functie de modul de legare a magnetitei de partea organica, se pot obtine doua tipuri
de sisteme multifunctionale de tip magnetita/tioacizi/Ag sau Au, omogene - de tip compozit gi,
respectiv, eterogene - de tip miez-invelis.

Nanoparticulele de Au/Ag:

- manifesta activitate antiseptica si antitumorala intrinseca [9-12];

-lairadiere cu radiatie electromagnetica in domeniul UV-Vis, acestea pot genera caldura
si, implicit, distrugerea celulelor tumorale;

- prezinta avantajul ca nu manifesta efecte secundare in comparatie cu citostaticele
utilizate in tratarea cancerului.
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in functie de compozitie si ruta de procesare, obtinerea sistemelor magnetice de tip
Fe,O,/tioacizi/Ag sau Au se realizeazd conform schemei prezentate in fig. 1A. In linii mari,
sinteza urmeaza urmatoarele etape, si anume:

- precipitarea magnetitei in prezenta agentului de legare dorit (cisteina, tioacizi, tioalcooli
etc.) are loc prin alcalinizarea cu amoniac a solutiei de precursori de Fe;O,, pornind de la
volume egale de FeCl, - 7H,0 (0,25 M) si FeCl; (0,5 M), urmata de separarea magnetica a
nanoparticulelor magnetice functionalizate, si resuspendarea acestora in solutie apoasa;

- reducerea Ag* sau Au® presupune adaugarea ionilor de Au** sau Ag* si a unui agent
reducator solubil (produsul de reactie rezultat tot solubil) ih suspensia prezentata anterior;

- purificarea finala presupune filtrarea si spalarea precipitatului obtinut cu apa si/sau
alcool, pentru indepartarea produsilor de reactie rezultati, a reactantilor in exces, precum si a
mediului de reactie utilizat, dar si a nanoparticulelor de Ag nelegate pe structura magnetica.

Exemplul 1

Sisteme complexe multifunctionale, tip Fe;O /tioacizi/Ag sau Ag de tip triplu stratificat
(core-shell) - Ruta A

Pentru obtinerea sistemelor complexe multifunctionale, de tip Fe,O /tioacizi/Ag sau Au
de tip triplu stratificat (core-shell), intr-un pahar Berzelius de 400 ml se introduc 2,5 g tioacid si
100 ml solutie coloidala de Ag. Substantele se lasa in contact, sub agitare energica, 24 h la
temperatura camerei. Dupa 24 h, peste solutia obtinuta se adauga sub agitare o solutie de
NaOH (10 g NaOH in 250 ml apa distilata). Ulterior, peste solutia astfel obtinuta se pulverizeaza
100 ml amestec de Fe**, respectiv, Fe* (1,6902 g Fe(NH,),(SO,),*6H,0 si 1,3982 g FeCl, in
100 ml apa distilata), cand incepe sa apara un precipitat negru (Fe;O,/tioacizi/Ag).

Dupa terminarea pulverizarii amestecului, se lasa suspensia obtinuta la agitatinca 12 h,
se filtreaza, se spala precipitatul si se usuca.

Conform acestei rute, se obtin structuri triplu stratificate cu miez magnetic, strat
intermediar de agent de legare si strat extern de nanoparticule de Au sau Ag (fig. 1A). Stratul
extern poate fi continuu sau insular, in sensul ca argintul este dispus doar in anumite zone.

Aceasta ruta se poate, de asemenea, modifica in sensul ca in loc de utilizarea unei
solutii coloidale de Au/Ag, acestea s& se obtina in situ prin reducere. In acest caz, in locul
solutiei coloidale se poate porni de la solutiile de Au**/Ag* si agentul de reducere adecvat. Daca
etapa de reducere preceda precipitarea magnetitei, se obtin structuri de tip core-shell triplu, iar
daca etapa de reducere are loc dupa precipitarea structurii magnetice, atunci se pot obtine
structuri compozite, omogene.

Exemplul 2

Sisteme de tip Fe,O /tioacizi/Au sau Ag de tip compozit (omogen), Ruta B

Ruta de sinteza este similara cazului prezentat mai sus, cu mentiunea ca precipitarea
magnetitei preceda sau are loc simultan cu reducerea ionilor de Au ** sau Ag"* (fig. 1B), caz in
care nanoparticulele de Au/Ag se distribuie mai degraba omogen in toata masa de magnetita
functionalizata, decét pe suprafata, prin intermediul grupelor tiolice (fig. 2B).

Intr-un pahar Berzelius de 400 ml se dizolva 2,5 g tioacid si 10 g NaOH in 250 ml ap&
distilaté, sub agitare energica la temperatura camerei. Peste solutia astfel obtinuta se
pulverizeazd 100 ml amestec de Fe*, respectiv, Fe* (1,6902 g Fe(NH,),(SO,),*6H,0 si
1,3982 g FeClin 100 ml apa distilata), cand incepe sa apara un precipitat negru (Fe,O,/tioacizi).
Adaugarea ionilor de Ag* sau Au®** se poate realiza oricadnd, cu conditia de a se evita
precipitarea sub forma de oxid, insa adaugarea agentului de reducere trebuie sa se faca dupa
precipitarea nanoparticulelor magnetice functionalizate cu tioacizi (Fe,0,/tioacizi/Ag). In acest
caz se obtin structuri compozite omogene, in care nanoparticulele de Au sau Ag sunt dispuse
in masa.
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Dupa terminarea pulverizarii amestecului, se lasa suspensia obtinuta la agitatinca 12 h,
se filtreaza, se spala precipitatul si se usuca.

Exemplul 3

Sisteme magnetice de tip Fe;O /citostatic/Ag sau Au

Aceasta rutd de sinteza este aceeasi cu cea prezentata in exemplele 1 si 2, cu
mentiunea ca agentul de legare este insusi agentul antitumoral. Interactia magnetita citostatic
va permite o eliberare controlata/prelungita a acestora la locul tintit (sistemul fiind ugor de dirijat
in cdmp magnetic la nivelul tesutului/organului dorit).

Exemplul 4

Sisteme magnetice de tip Fe,O /tioacizi/Ag sau Au, incércate cu diverse medicamente

Sistemele magnetice magnetita/tioacizi/Ag sau Au obtinute anterior (in structurile
prezentate in exemplele 1 si 2) pot fi supuse unui procedeu de incarcare cu agenti antitumorali
(cisplatin, irinotecan etc.). in acest caz se vor obtine structuri complexe, care vor imbina efectul

cu hipertermia si fototerapia (rutéd neconventionala) (fig. 2. C, D).
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Revendicare

Procedeu de obtinere de sisteme complexe multifunctionale, de tip magnetita
(Fe;O,)/tioacizi/nanoAg sau Au, caracterizat prin aceea ca are la baza reactia dintre magnetita
si un tioacid Tn mediu alcalin, urmata de cuplarea cu ioni de Ag sau Au, realizdndu-se structuri
triplu stratificate biocompatibile, cu miez magnetic, in care miezul este reprezentat de
nanoparticulele de magnetita, stratul intermediar este reprezentat de agentul de legare, ce
poate fi orice molecula bifunctionala cu afinitate pentru magnetita si, respectiv, pentru Au sau
Ag, iar stratul extern este reprezentat de nanoparticule de Au sau Ag dispuse Tn insule sau chiar
strat compact, care sa acopere aceste particule.
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