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Evaluarea in vitro a nanoparticulelor de ferita ca noi agenti de hipertermie magnetica

Primul obiectiv al proiectului mai sus mentionat il reprezinta elaborarea de nanoparticule magnetice
(NPMag) de magnetita dopate cu ioni ai metalelor de tranzitie — denumite ferite — prin intermediul metodei de
sintezd poliolica in conditii de temperatura (peste punctul de fierbere al solventului) si presiune ridicate. Tn
realizarea acestui obiectiv am abordat doua strategii diferite:

1. Doparea NPMag de magnetita cu morfologie poliedrica cu ioni de zinc, mangan si cobalt: Punctul
de plecare al proiectului il constituie un studiu al meu aparut anul acesta in revista Pharmaceutics, in care am
aratat ca NPMag poliedrice prezintd proprietdti hipertermice exceptionale (SAR superior la 2000 W/gg,) si 0
biocompatibilitate ridicatd in intervalul de concentratii utilizat (50 — 1000 pQnemag/ML). De asemenea
potentialul acestora de a fi utilizate in hipertermie maligna a fost demonstrat, expunerea la un camp magnetic
alternativ a celulelor canceroase incarcate cu NPMag ducand la moartea celulard a acestora prin cresterea
temperaturii (~<50°C).Totusi NPMag poliedrice sunt eficiente din punct de vedere hipertermic Tncepand cu H =
45 kA/m, ceea ce presupune un factor H x f de 16 x 10° A/ms, cu mult peste limita admisa (5 x 10° A/ms). Se
impune astfel, o reducere a caracterului feromagnetic al NPMag si o crestere a magnetizarii de saturatie (My).
Din acest punct de vedere am demarat studiul cu doparea magnetitei cu ioni de zinc, deoarece acesta migreaza in
siturile tetraedrice ale magnetitei ducand la cresterea M2 Tn elaborarea de NPMag dopate cu zinc, am demarat
de la urmatoarea formuld — un amestec de: 1 mmol de FeCl; 6H,0 ~ 270 mg + 2,4 g de NaAc + x (0,1; 0,2; 0,4;
0,6; 0,8 si 1,0) mmol de ZnCl,, a fost dizolvat in 40 mL de PEG200. Amestecul de reactie a fost introdus in

cuptor si incélzit treptat, conform schemei urmétoare: Temp.camerei (25°C) ~3?C0/%2—> 300°C (stationare 1h).

Pentru a simplifica prezentarea rezultatelor am notat NPMag dopate cu zinc in diferite proportii astfel: Zn01,
Zn02, Zn04, Zn06, Zn08 si Zn10. Totodata, am decis sd mentinem in amestecul de reactie 1 mmol de FeClj si sa
modificam cantitatatea de ZnCl, in ideea de a pastra morfologia poliedricd a NPMag. Din pacate, acest lucru nu
s-a intamplat. Conform fig. la, prin cresterea cantitatii de ZnCl, de la 0.1 mmol la 1.0 mmol, dimensiunea
medie a NPMag scade ceea ce implicd o modificare a morfologiei acestora din poliedrica spre cvasi-sferica.
NPMag denumite Zn01 — adica sintetizate cu un adaos de 0,1 mmol ZnCl, - prezinta incd o forma poliedrica.
Odata cu utilizarea a 0.2 mmol de ZnCl, in amestecul de reactie, NPMag rezultate nu mai prezinta o morfologie
poliedrica foarte bine definitd, printre acestea regasindu-se si NPMag cu o morfologie cvasi-sferica; iar
dimensiunea acestora scade (fig. 1b). Procentul de NPMag cu o formologie cvasi-sferica creste cu dublarea
cantitatii de zinc in amestecul de reactie la 0,4 mmol. NPMag denumite Zn04 au o dimensiune medie vizibil mai
micd decat cele din lotul Zn02 (fig. 1c). Cresterea cantitdti ZnCl, peste 0,4 mmoli in amestecul de reactie nu
modifica Tn continuare morfologia NPMag, aceasta ramandnd cvasi-sferica cu aproximativ aceeasi dimensiune
medie (fig. 1d si 1e). NPMag din lotul Zn10, care s-au sintetizat cu un raport molar Fe:Zn de 1:1, au o
morfologie sferica si un diametru mediu in jur de 15 nm (fig. 1f). Remarcam faptul ca toate cele sase tipuri de
NPMag prezintd un grad de aglomerare ridicat si astfel este foarte greu de realizat o statistica reald. Ultima
proba (lotul Zn10 — fig. 1f) aratda ca NPMag sunt prinse prin intermediul PEG200.

Tn fig. 1g sunt redate spectrele FT-IR, inregistrate pe cele sapte probe din care prima este magnetitd. Se
poate observa banda de absorbtie datorata vibratiei legaturii Fe—O al sitului tetraedric, pentru magnetitd aceasta
banda fiind prezentd la 575 cm™. Cu exceptia probei Zn01, pentru toate celelalte 5 probe, se constata ci, banda
de vibratie se deplaseazad spre numere de undd mai mici. Aceasta deplasare este progresiva — crescand cantitatea
de ZnCl, utilizata in amestecul de reactie are loc deplasarea benzii Tnspre valori mai mici. Conform studiilor din
literatura deplasarea acestei benzi spre numere de unda mai mici este o indicatie a faptului ca zincul este prezent
in structura cristalind a NPMag®. Mai mult decét atat, scaderea frecventei acestei benzi de absorbtie, inseamna o
crestere a masei cationilor localizati in siturile tetraedrice (A). Acest lucru este posibil numai prin inlocuirea
atomilor de fier din siturile A (55,85 amu) cu atomi de zinc mai grei (65,38 amu)®. Cu alte cuvinte ionii de zinc,
in urma sintezei, se situeaza in siturile A, fortand ionii Fe® sd migreze in siturile octaedrice (B) inlocuind
cationii Fe?*. In plus, se poate observa faptul ca in intervalul numerelor de unda 750-1250 cm™ al spectrelor
FT-IR, apar benzi de absorptie atribuite PEG200 (a se compara cu spectrul mov din partea superioara a figurii
4b) — ce mai intensd bandi, cea de la 1085 cm™ fiind atribuitd vibratiei de stretching a legaturii C-O-C°.
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Anumite benzi de vibratie ale PEG200 atasat de suprafata NPMag se pot observa si jurul a 3000 cm™. Banda de
absorbtie din jurul a 3500 cm™ este datorata gruparilor OH, care pot proveni de la oxidarea PEG-ului (in calitate
de derivat al etilen glicolului) Tn urma sintezei.

In fig. 1h este reprezentati evolutia ratei de absorbtie specificd (SAR) a trei tipuri de NPMag dopate cu
zinc (Zn01, Zn02 si Zn04) in functie de amplitudinea cAmpului magnetic alternativ aplicat (H) la o frecventa
fixad de 355 kHz®. SAR-ul a fost determinat pentru o concentratic a NPMag dispersate in apa de 1 mgg/mL.
Concentratie ionilor de Fe** din NPMag a fost determinata prin intermediul reactiei Liebzig (vezi ref. 1). SAR-
ul a fost calculat pe baza fitarii curbelor de incilzire (nu sunt reprezentate) cu functia Box-Lucas (vezi ref. 1). Tn
cazul lotului Zn01, SAR-ul prezinta cele mai mari valori fatd de celelalte doud loturi (fig. 1h). SAR-ul creste
proportional cu H pana la valori ale acestuia de 45 kA/m, dupa care apare o tendinta de saturare spre 450 W/gg,
la campuri mai mari. Aceastd evolutie este apropiatd de cea sigmoidald caracteristica NPMag de tip
feromagnetic. Valorile SAR-ului furnizate de NPMag din lotul al doilea (Zn02) pentru H = 5 si 10 kA/m sunt
identice cu cele din lotul 1 (Zn01) dar scad semnificativ incepand cu H = 15 kA/m. Diferenta dintre SAR-uri
creste pe masurd ce H creste — valorile maxime ale SAR-ului fiind de aproximativ 200 W/gge. Evolutia SAR-
ului cu H este una monotona si nu apartine nici unei categorii de NPMag - feromagnetice (sigmoidald) sau
superparamagnetice (hiperbolicd). in cazul NPMag din lotul al treilea (Zn04), se inregistrezi o scidere mai
pronuntatd a SAR-ului. Evolutia SAR-ului cu H este tot una monotona spre valori maxime de 100 W/ge.
Constantam faptul ca valorile SAR-ului pentru NPMag dopate cu zinc sunt cu mult inferioare fata de cele
inregistrate pentru magnetita (ref. 1) — acest lucru se poate datora faptului cd morfologia poliedrica se pierde
prin dopare, pierdere care duce la o diminuare a magnetizarii de saturatie si anizotropiei magneto-cristaline. Prin
urmare metoda de sinteza trebuie imbundtatita. Se are in vede si doparea cu mangan sau cobalt.
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Figura 1. Imagini TEM ale NPMag dopate cu zinc in diferite proportii: a) 9:1 —Zn01, b) 5:1 —Zn02, c¢) 2,5:1 —Zn04, d) 1,6:1 —
Zn06, e) 1,25:1 — Zn08 si f) 1:1 — Zn10. g) Spectrele FT-IR inregistrate pe NPMag dopate cu zinc. Spectrele sunt normalizate
la banda de vibratie cea mai intensd si sunt deplasate vertical pentru claritate. Dreptunghiurile galbene si albastu
delimiteazd zone cu benzi de vibratie apartindnd PEG-ului si respectiv acetatului. Linia neagrd punctatd scoate in evidentd
deplasarea benzii de vibratie Fe-O spre numere de undd mai mici. h) Evolutia SAR-ului in functie de H (f = 355 kHz) pentru

trei loturi de NPMag dopate cu zinc.
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2. Elaborare de NPMag de oxid de fier dopate cu zinc, mangan si cobalt In tetraetilenglicol cu
precursori magnetice bazati pe compusi ai acetilacetonatului: Din punct de vedere a structurii moleculare nu
existd o diferenta intre polietilenglicol 200 si tetraetilenglicol (TEG). Totusi cel din urma are un punct de
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fierbere mai 1nalt fatd de PEG200 (240°C) si anume 325°C, ceea ce confera metodei de sintezd — realizata la
300°C — o stabilitate ridicata. Astfel, am elaborat o serie de NPMag prin intermediul metodei de sinteza
poliolica prezentatd mai sus dar utilizind de data aceasta in calitate de precursori magnetici compusi ai
acetilacetonatului de fier, zinc, mangan si cobalt. Totodatd am pastrat in amestecul de reactie o anumita cantitate
de acetat de sodiu (NaAc). in prima faza am

b sintetizat NPMag de magnetita plecand de la 2

mmol de Fe(acac)s si 1,4 g de NaAc dizolvati
n 40 mL de TEG. Conform fig. 2a se formeaza
NPMag fatetate cu o morfologie cubicd. Se
constatd formarea a doud populatii de NPMag,
prima cu dimensiuni peste 50 nm, iar a doua
avind o dimensiune mai micd. Trebuie sa
specificaim faptul ca fard NaAc 1n amestec, se
formeazd NPMag cu o morofologie sferica.
Asadar acetatul joacd un rol important in
fatetarea NPMag prin atasarea de seed-uri
(seminte) in procesul de crestere, directionand
dezvoltarea cristalului in anumite directii
cristaline. Pornind de la acest lot de NPMag am
continuat cu doparea acestora cu zinc, mangan
si cobalt. Tn fig. 2b sunt prezentate NPMag
realizate cu un raport molar Fe:Zn de 7:1
(cantitatea totala de 2 mmol a fost pastratd). Se
observa faptul ca NPMag 1si pastreaza
morfologia cubicd (poliedrald) dar prezintd o
dimensiune medie mai mica. Aceasta scade mai
mult odatd cu cresterea cantititii de
acetilacetonat de zinc in amestecul de reactie
(raport molar Fe:Zn de 5:1), unele din NPMag

Figura 2. Imagini TEM ale NPMag de: a) magnetite purd si dopate aparand sferice (fig. 2¢). Procetul de NPMag
cu zinc in diferite proportii: b) 7:1, ¢) 5:1, d) 3:1 e) 1:1 si cobalt in sferice creste considerabil pentru un raport
proportie de f) 3:1. molar Fe:zZzn de 3:1 (fig. 2d), dar cu o
dimesiune medie mai mare decat in cazul
precedent. Morofologia sfericd si dimensiunea medie se pastreazd dacd in amestecul de reactie se pune
acetilacetonat de cobalt (fig. 2f) sau mangan in loc de acetilacetonat de zinc. Precizam ca acelasi tip de NPMag
se obtine si cu introducerea in amestec a clorurii de cobalt. Pentru un raport molar Fe:Zn de 1:1, NPMag formate
au o dimensiune micd (in jur de 10 nm) si sunt aglomerate (fig. 2¢). Tn toate loturile prezentate in fig. 2 se
constatd faptul cd NPMag sunt oarecum prinse intre ele prin intermediul TEG-ului. Nu excludem si anumite
interactiune magnetice datorita caracterului feromagnetic la temperatura camerei a unora dintre acestea.
Constatam, ca in cazul de mai sus, faptul cd morfologia NPMag se modificd pe masura ce proportia de zinc
creste in amestec. Ideea a fost elaborarea de NPMag poliedrice si doparea acestora cu diferite metale de tranzitie
n vedea optimizarii magnetismului, cu scopul de a studia efectul proprietatilor magnetice asupra celor
hipertemice. Din cauzd ca morfologia NPMag se modifica, nu se poate realiza o comparatie intre loturile de
NPMag care contin procente diferite de metal de tranzitie. Se pare cid acest lucru nu se poate realiza prin
metodele propuse — adicd adaugarea unei cantitdti crescinde de clorurd de zinc la o cantitate constantd de
clorura de fier sau impartirea a 2 mmol de precursor magnetic in proportii diferite intre acetilacetonat de fier si
zinc sau cobalt sau mangan. Totusi dacd comparam fig. 2d cu 2f, unde am utilizat acetilacetonat de zinc si de
cobalt impreund cu acetilacetonat de fier in acelasi proportii, putem constata ca NPMag formate au aceeasi
morfologie si dimensiune medie. Prin urmare am putea studia efectul naturii metalului de tranzitie asupra
proprietatilor magnetice si implicit hipertermice.
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