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Rezumat

Anemia ramane o provocare globald pentru sandtate, care afecteaza peste 1,6
miliarde de persoane, suplimentele conventionale de fier provocand adesea tulburari
gastro-intestinale, biodisponibilitate scazuta si disbioza intestinala. Progresele recente
in domeniul nanotehnologiei si cercetdrii probiotice au evidentiat potentialul
nanoparticulelor de oxid de fier (IONP) ca o abordare terapeuticd noua. IONP,
renumite pentru proprietdtile lor magnetice, biocompatibilitate si reactivitate ridicat3,
pot fii sintetizate prin metode chimice, fizice si biologice. Pe langa avantajele
metodelor conventionale de sinteza, cum ar fi precipitarea, hidrotermals,
microemulsie si sol-gel, provocarile raman legate de agregare, degradare oxidativa si
eliminare rapidi de citre sistemul imunitar. In contrast, sinteza biologici a IONP-
urilor, in special prin cdile microbiene, ofera nanoparticule cu stabilitate sporitad si un
profil de toxicitate mai scazut, potrivite pentru aplicatii biomedicale.

Probioticele, in special tulpinile de Lactobacillus si Bifidobacterium, devin
transportori promitatori pentru IONP datoritda mucoadeziunii lor inerente, rezistentei
in mediile acide si capacitatii de a modula microbiota intestinala, oferind o platforma
sinergica pentru livrarea tintita a fierului. Scpul acestei teze a fost dezvoltarea unui
sistem biohibrid probiotic IONP, in care probioticele servesc ca transportatori naturali.
L. fermentum a fost utilizat pentru proprietatile mucoadezive intrinseci, rezistenta la
mediul acid gastric si pentru capacitatea de a modula metabolismul fierului prin
secretia de compusi bioactivi precum ferireductaza si acidul p-hidroxifenilactic. Aceste
caracteristici imbunatatesc in mod semnificativ absorbtia fierului de catre enterocite,
crescand astfel biodisponibilitatea fierului, atenuand 1n acelasi timp efectele secundare
asociate, de obicei, cu tratamentele conventionale.

Evaludrile sistematice din studiu se concentreaza pe caracterizarea fizico-
chimica a nanoparticulelor, examinand parametri precum dimensiunea, morfologia si
chimia suprafetei si pe evaluarea mecanismelor lor de absorbtie celulara. Investigatiile
privind citotoxicitatea IONP-urilor, atat in vitro, cat si in vivo, arata ca, atunci cand sunt
transportate de probiotice, aceste nanoparticule prezintd o generare redusa de specii
reactive de oxigen si un stres celular mai scazut in comparatie cu suplimentele
conventionale de fier.

Prin integrarea tehnicilor avansate de inginerie a suprafetelor (conjugarea
polimerilor biocompatibili si a acoperirilor naturale derivate din structurile celulare
probiotice), studiul abordeaza instabilitatea coloidala si provocarile nespecifice de
biodistributie care au limitat istoric traducerea clinica a IONPs. Aceasta functionalitate
dubla valorifica potentialul de diagnostic si terapeutic al nanotehnologiei si valorifica
beneficiile inerente pentru sanatate ale probioticelor pentru a sustine echilibrul
microbiotei intestinale.
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Prin urmare, aceasta abordare ofera o noua paradigma in suplimentarea cu
fier prin Imbinarea preciziei nanotehnologiei cu adaptabilitatea biologica a
probioticelor.

Obiectivele tezei:

Obiectivul principal al acestei teze de doctorat a fost dezvoltarea si
optimizarea unui sistem IONP probiotic conceput pentru a imbunatati terapiile de
suplimentare cu fier, in special pentru tratarea IDA.

Au fost definite obiective specifice pentru a explora si valida aceasta abordare in mod
sistematic:
01. Optimizarea sintezei si caracterizarii IONP:

Dezvoltarea si optimizarea protocoalele de biosinteza pentru nanoparticulele
de oxid de fier folosind tulpina probiotica (L. fermentum), cu accent pe controlul fazei
cristalografice (Fe30, vs. a-Fe,;03), dimensiunea si functionalizarea suprafetei.
Caracterizarea proprietatile fizico-chimice (diametrul hidrodinamic, potentialul zeta,
saturatia magneticd) si stabilitatea In conditii gastrointestinale simulate.

02. Evaluarea mecanismelor biochimice si celulare ale interactiunilor IONP-
probiotice:

Investigarea cdile metabolice specifice tulpinii implicate in reducerea fierului
(secretia de acid p-hidroxifenilactic si a ferireductazei) si bioconversia
nanoparticulelor.

03. Evaluarea biodisponibilitatii si a eficacitatii terapeutice modele in vitro/in
vivo:

Evaluarea cineticii de absorbtiei celulare si citotoxicitatea in modelele
epiteliale intestinale (Caco-2). Validarea capacitatii sistemului probiotic-IONP de a
restabili parametrii hematologici (hemoglobina, feritina serica, indici RBC) intr-un
model de sobolan Wistar indus de IDA. Compararea profilurile de farmacocinetica,
biodistributie si toxicitate (functia hepatorrenald, stresul oxidativ) ale IONP probiotice
fata de sulfatul feros folosind teste histopatologice, biochimice si profilul citokinelor.
04. Evaluarea biocompatibilitatii tratamentului conventional:

Identificarea disponibilitatii pacientiilor IDA de a incerca o terapie alternativa
fata de tratamentul conventional. Desi efectele secundare ale tratamentului sunt bine
documentate, modul in care acestea influenteaza aderenta in contextul real — spre
deosebire de conformitatea asteptata in conditii ideale — poate oferi perspective
valoroase. In practics, desi multi pacienti declard ci urmeazi protocoalele terapeutice,
acestia tind frecvent sa Intrerupa sau sa modifice tratamentul din proprie initiativa.

Prin realizarea acestor obiective, prezenta teza urmareste dezvoltarea unei
platforme nanobiotehnologice multifunctionale, menite sa imbunatdteasca eficienta si
siguranta administrarii fierului, sustindnd totodata sandtatea intestinald prin efectele
benefice ale probioticelor. Aceastda abordare inovatoare isi propune sa stabileasca un
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nou standard in domeniul suplimentdrii cu fier, prin integrarea progreselor
nanomedicinei in solutii terapeutice cu relevanta clinica.

Metodologie

Acest studiu a folosit o abordare multidisciplinara care combind sinteza
nanomaterialelor, tehnici microbiologice si evaluari in vitro/in vivo pentru a dezvolta si
evalua sistemul probiotic-IONP pentru suplimentarea imbunatatita cu fier. Cercetarea
a fost structurata in patru etape experimentale primare: (1) sinteza, caracterizarea si
optimizarea IONP; (2) integrarea IONP cu transportatori probiotici si evaluarea
stabilitatii gastrointestinale; (3) evaluarea biodisponibilitatii, eficacitatii terapeutice si
biocompatibilitatii; si (4) evaluarea constientizarii biocompatibilitatea tratamentului
conventional.
Sinteza, caracterizarea si optimizarea IONP: IONP au fost produse folosind metode
de sinteza chimica (solvoterma, hidrotermala, microunde) si biologice (sinteza folosind
extracte microbiene) pentru a controla dimensiunea particulelor, morfologia si
proprietatile suprafetei. Tehnici analitice avansate, cum ar fi TEM, DLS si XRD, au fost
folosite pentru a determina caracteristicile structurale si magnetice ale
nanoparticulelor.
Integrarea cu transportatorii probiotici si evaluarea stabilitatii: L. fermentum, L.
rhamnosus si L. platarum au fost cultivate In conditii controlate si utilizate ca
transportatori naturali pentru IONP. Tehnicile optimizate de adsorbtie si bio-acoperire
au obtinut IONP conjugate pe suprafata celulei probiotice. Retentia nanoparticulelor,
viabilitatea probioticelor si cinetica de eliberare a fierului au fost evaluate utilizand
microscopie cu fluorescenta si teste spectrofotometrice pentru a mentine
functionalitatea probioticului.
Evaluarea biodisponibilitatii, eficacitatii terapeutice si biocompatibilitatii;

Studiile in vitro au folosit linii de celule epiteliale intestinale (Caco-2) pentru a
expune mecanismele de absorbtie celularda si pentru a cuantifica absorbtia fierului
facilitatd de complexele probiotic-IONP. Eficacitatea si siguranta in vivo au fost
determinate folosind modele animale de anemie cu deficit de fier. Parametrii
hematologici (concentratia hemoglobinei, numarul de celule rosii din sange, nivelurile
de feritind) au fost masurati Tnainte si dupa tratament cu sistemul IONP probiotic, iar
examindrile histopatologice au oferit informatii despre orice potentiala toxicitate
tisulara si raspunsuri inflamatorii.
Evaluarea perceptiei si a constientizarii biocompatibilitatii tratamentelor
conventionale: Un studiu observational a fost conceput pentru a surprinde
experientele umane reale legate de tolerabilitatea gastrointestinald, aderarea la
tratament si satisfactia generald a pacientului, servind drept referintd comparativa
pentru sistemul propus de probiotic-IONP.

Prin investigarea sistematica a acestor etape, metodologia a fost conceputa
pentru a optimiza formularea unui sistem biohibrid multifunctional care
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imbunatateste biodisponibilitatea fierului si valorifica beneficiile inerente ale
probioticelor pentru a atenua efectele secundare si pentru a promova sandtatea
intestinala. Aceastd abordare cuprinzadtoare asigura ca platforma dezvoltatd este
viabila pentru o potentiala traducere clinica in gestionarea anemiei cu deficit de fier.

Rezultate
Sinteza si caracterizarea IONP

Sinteza IONP a produs particule cuprinse intre 6 si 68 nm cu morfologii
sferice, cvasi-sferice si neregulate. Analizele TEM si DLS au confirmat distributiile mici
ale dimensiunilor si proprietatile coloidale stabile in IONP-urile sintetizate biologic, in
timp ce XRD a confirmat prezenta fazelor cristaline de magnetit (Fe;0,) si maghemite
(y-Fe03). Sinteza folosind L. fermentum a generat nanoparticule mai mici, cu
biocompatibilitate imbunatatita si un profil de endotoxind mai scazut decat omologii
sintetizati chimic.

Integrarea biohibrida probiotic-IONP si stabilitatea gastrointestinala

Integrarea IONP cu L. fermentum a fost confirmata prin imagistica SEM si
masuratori de potential zeta, care au demonstrat interactiuni electrostatice puternice
si adsorbtie de suprafata.

Biodisponibilitate si eficacitate

Testele in vitro folosind celule Caco-2 au evidentiat o crestere de 1,9% a
absorbtiei fierului cu sistemul IONP probiotic in comparatie cu IONP-urile de control,
evidentiind rolul sinergic al ferireductazei secretate de probiotic si al adeziunii
mucoasei in cresterea biodisponibilitatii. Experimentele in vivo pe modele de sobolani
induse de IDA au aratat imbunatatiri semnificative ale parametrilor hematologici dupa
4 saptamani de tratament. Nivelul hemoglobinei a crescut cu 28%, iar nivelul feritinei
serice a crescut cu 42% in grupul probiotic IONP, similar tratamentului conventional
cu sulfat feros.

Evaluarea perceptiei si a constientizarii biocompatibilitatii tratamentelor
conventionale

Dintre pacientii care au primit suplimente conventionale de fier, 45% au
raportat efecte secundare gastrointestinale, cum ar fi constipatia, diareea si greata. Un
procent de 81% dintre participanti si-au exprimat dorinta de a Incerca sisteme de
IONP probiotice.

Aceste descoperiri valideaza in mod colectiv sistemul biohibrid propus ca o
alternativa sigura, eficienta si biocompatibild la terapia oralda conventionala cu fier,
sustinand aplicarea sa viitoare in interventiile clinice si nutritionale pentru anemie cu
deficit de fier.
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Concluzii generale:

1. Aceastd cercetare aratd ca IONP transportate de tulpini probiotice
reprezintd o strategie nanobiotehnologica promitatoare pentru Imbunatdtirea
biodisponibilitatii fierului si tratarea IDA. Sistemul inovator probiotic-IONP biohibrid
combina potentialul de livrare vizat al nanoparticulelor magnetice cu functionalitatea
biologica si rezistenta gastrointestinala a probioticelor.

2. IONP sintetizate prin metode biologice au prezentat stabilitate imbunatatita,
morfologie uniforma si biocompatibilitate superioara in comparatie cu alternativele
sintetizate chimic.

3. Evaludrile in vitro si in vivo au confirmat ca sistemul probiotic IONP
imbunatateste absorbtia fierului si restabileste parametrii hematologici mai eficient
decat tratamentele traditionale. in modelele animale de IDA, sistemul a condus la
imbunatatiri semnificative ale concentratiei de hemoglobing, ale nivelurilor de feritine
serice si ale numarului de celule rosii din sange.

4. Evaluarea pe baza de chestionar a terapiilor conventionale cu fier a indicat o
incidenta ridicata a efectelor secundare gastrointestinale in randul pacientilor. Aceste
descoperiri sustin nevoia de alternative biocompatibile, iar perceptia pozitiva a
pacientilor fata de noile sisteme de livrare intareste acceptabilitatea potentiald a
formularii probiotice IONP.

5. Aceasta teza evidentiaza o schimbare de paradigma in suplimentarea cu fier,
introducand o platforma multifunctionald care imbunatateste absorbtia fierului si
mentine sandtatea microbiotei intestinale prin sinergia probioticd. Cercetarea
contribuie la domeniul mai larg al terapiei functionale nano-activate si pozitioneaza
sistemele IONP probiotice ca o alternativa viabila la tratamentele conventionale.

Cercetarile viitoare ar trebui sa se concentreze pe validarea clinica a
sistemului probiotic IONP la populatiile umane, pe evaluari de siguranta pe termen
lung si pe dezvoltarea unor metode de productie scalabile.

Originalitate si contributiile personale:

Aceastd teza de doctorat prezinta contributii stiintifice originale in domeniul
emergent al nanobiotehnologiei si sistemelor de livrare pe baza de probiotice, vizand
in mod specific Imbunatatirea suplimentarii cu fier prin dezvoltarea unei noi platforme
biohibride probiotice-IONP. Cercetarea ofera o explorare multidisciplinara a metodelor
de sinteza, a interactiunilor biofunctionale si a evaluarilor biologice, pozitionand
aceasta lucrare la interfata dintre nanostiinte, microbiologie si terapie nutritionala.

Teza a introdus o analiza comparativa detaliatd a sintezei IONP prin metode
chimice si biologice, stabilind asocieri critice Intre parametrii de sinteza si impactul
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acestora asupra dimensiunii particulelor, morfologiei, Incarcaturii de suprafata si
citotoxicitdtii. In plus, modelele experimentale originale au simulat digestia
gastrointestinala si cinetica eliberarii fierului, oferind perspective mecanice asupra
stabilitatii si functionalitatii nanoparticulelor in medii biologice complexe.

Printr-o combinatie de modele de in vitro (culturi celulare) si studii in vivo
(studii pe soricei), cercetarea a demonstrat potentialul tratamentului propus in
imbunatatirea biodisponibilitatii fierului si reducerea toxicitatii sistemice in
comparatie cu suplimentele traditionale de fier.

O altd contributie personald notabild constd in includerea unei evaluari
centrate pe pacient, realizata prin intermediul unui chestionar structurat, cu scopul de
a analiza gradul de constientizare in randul pacientilor cu anemie feripriva (IDA) cu
privire la limitarile terapiilor conventionale, in special efectele secundare, precum si de
a evidentia existenta unor solutii alternative emergente.

Aceasta teza stabileste bazele pentru sisteme de livrare a micronutrientilor de
noud generatie, integrate biologic prin nanoparticule, cu metode adaptabile si altor
terapii, sustindnd progresul 1n nutritia de precizie, alimente functionale si
nanomedicind durabila.



