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Denumire Obiectiv:
O1: Dezvoltarea unui model computational teoretic pentru studiul distributiei
nanoparticulelor magnetice injectate in tesuturi heterogene considerate ca sisteme
Obiectiv || poroase cu proprietati elastico-pastice (finalizare activitate) si O2: Compararea si
2|| 01,02, | identificarea unor relatii noi intre presiunea de injectare, porozitatea tesutului si

03 distributia nanoparticulelor magnetice in tesuturi normale si patologice
(canceroase) folosind modelul descris mai sus (continuare in 2020) si O3:
Validarea observatiilor deduse din analiza numerica prin intermediul unui
dispozitiv experimental (continuare in 2020)

Activitate Denumire Activitate:
3 21 Investigarea distributiei particulelor magnetice sub efectul variatiei presiunii
' folosind modelul computational.

. Denumire Activitate:
Activitate . . . A .
4 29 Investigarea efectului marimii particulelor magnetice in tesut normal si canceros
' folosind modelul computational.

Activitate || Denumire Obiectiv:

2 2.3 Realizarea componentei mecanice a dispozitivului experimental.
Activitate || Denumire Obiectiv:
24 Realizarea componentei optice a dispozitivului experimental.
a) Stadiul atins Tn derularea proiectelor in raport cu obiectivele prevazute initial

Obiectivele stiintifice prevazute pentru acest an au fost realizate in totalitate. Astfel a fost
realizat un model computational pentru studiul tesuturilor heterogene modelate ca sisteme poroase
avand proprietati elastico-plastice in vederea studierii distributiilor unor nanoparticule magnetice
injectate in aceste tesuturi. S-a definitivat modelul teoretic-numeric pe baza céruia s-au identificat
noi relatii intre presiunea de injectare, distributia fluidului cu nanoparticule magnetice in tesuturi
normale/ patologice si realizarea componentei mecanice si optice a dispozitivului experimental n
vederea validarii observatiilor deduse.

b) Valoarea si nivelul stiintific al rezultatelor obtinute pana in stadiul respectiv

Rezultatele obtinute in acest stadiu al proiectului sunt foarte importante in contextul
international actual al cercetdrilor proprietatilor de rigiditate si plasticitate a tesuturilor/ mediilor



poroase necesare pentru o livrare eficientd a particulelor magnetice in terapia cancerului prin
hipertermie. De aceea, consideram ca valoarea si nivelul stiintific al rezultatelor obtinute pana acum
sunt de nivel foarte ridicat si existd premize pentru rezultate valoroase ce pot fi publicate in
perioada urmatoare.

C) Masura in care rezultatele au fost difuzate (articole carti, comunicari, participari la
conferinte)

Observatiile generale ale efectului porozitatii tesutului asupra cailor celulare de metabolizare
(precum autofagia) si importanta extinsa a acestuia si in alte domenii (ex. boli neurodegenerative)
au fost detaliate Tntr-un review trimis spre evaluare la Journal of Molecular Biology, co-first author
(titlu: Autophagy induction as a therapeutic strategy for neurodegenerative diseases).

O serie dintre rezultatele obtinute au fost incluse intr-un articol in colaborare cu Prof. David
C. Rubinsztein (Universitatea Cambridge, Marea Britanie), care a fost trimis spre evaluare la
Nature.

De asemenea, directorul de proiect a participat la diverse conferinte internationale, dupa
cum urmeaza:

Mariana Pavel, Radu Tanasa, Daniela Constantinescu, Corina Cianga, Petru Cianga, Alexandru
Stancu. Typical hysterons and interactions in a multiphase flow of a ferrofluid in a biological tissue
- HMM 2019 (12th International Symposium on Hysteresis Modeling and Micromagnetics),
Heraklion, Crete, 19 — 22 mai 2019, ORAL

Mariana Pavel, Radu Tanasa, Petru Cianga, Corina Cianga, Daniela Constantinescu, Alexandru
Stancu. Mechanical and stiffness properties of tissues: experimental and theoretical models — IEEE
ROMSC 2019, 24 — 25 iunie 2019, INVITED

Mariana Pavel, Radu Tanasa, Daniela Constantinescu, Corina Cianga,Petru Cianga, Alexandru
Stancu. Typical interacting hysterons in multiphase flow ferrofluids in biological tissues — IEEE
ROMSC 2019, 24 — 25 iunie 2019, POSTER

Mariana Pavel, Petru Cianga, Corina Cianga, Daniela Constantinescu, Carla F. Bento, Maurizio
Renna, Radu Tanasa, Alexandru Stancu, David C. Rubinsztein. Mechanical cues control YAP/TAZ-
dependent autophagy — IEEE ROMSC 2019, 24 - 25 iunie 2019, POSTER

Mariana Pavel-Tanasa, Maurizio Renna, So Jung Park, Fiona Menzies, Thomas Ricketts, Jens
Fullgrabe, Avraham Ashkenazi, Rebecca Frake, Carla Bento, Kristian Franze, David Rubinsztein.
Contact inhibition reduces cell survival and proliferation by repressing YAP/TAZ-dependent
autophagy — EMBO Workshop - Autophagy: From molecular principles to human diseases, Crieff,
Scotland, 26 — 30 august 2019, POSTER

Mariana Pavel, RaduTanasa, Daniela Constantinescu, Corina Cianga, Petru Cianga, Alexandru
Stancu. Capillary hysteresis effects in magnetic hyperthermia cancer treatment — 2019 MMM
Conference (Annual Conference on Magnetism and Magnetic Materials), Las Vegas, S.U.A., 4 -8
noiembrie 2019, ORAL

Directorul de proiect a participat la urmatoarea conferinta nationala:



Mariana Pavel-Tanasa, Radu Tanasa, Daniela Constantinescu, Corina Cianga, Alexandru Stancu,
Petru Cianga. Tissue porosity and capillary hysteresis effects in magnetic hyperthermia cancer
treatment - CONFER 2019 (Conferintele Institutului Regional de Oncologie Iasi, 21-23 noiembrie
2019) POSTER

Tn cadrul acestui proiect, s-a efectuat un scurt stagiu de 5 zile la Universitatea Cambridge,

Marea Britanie, unde au fost prezentate rezultatele preliminarii si discutat posibilele directii de
colaborare (21 — 26 august 2019).

d) Pagina web a proiectului: https://stiffmag.grant.umfiasi.ro

Detalierea rezultatelor

(a) Model numeric computational — curgerea fluidului printre elemente rigide
Studiul efectului presiunii

Modelul numeric s-a realizat prin implementarea computationala a modelului teoretic
descris in raportul stiintific din 2018, folosind metoda elementului finit. Astfel, tesutul a fost
modelat ca un mediu poros ce cuprinde 96 de elemente rigide (corespunzatoare structurilor
celulare), fluidul curgand prin porii matricei, de la stanga la dreapta - Fig. 1.
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Fig.1. Modelul teoretic-numeric cu 96 de elemente rigide. Elementele rigide sunt reprezentate prin
cercuri, de raza R. Fluidul curge de la sténga la dreapta.

Prin variatia razei elementelor rigide se obtin medii de diferite porozitati (30% — 95%).
Mediile obtinute pot fi omogene (toate elementele rigide avand aceeasi razd) sau heterogene
(elementele au raze diferite).

Intr-o prima abordare, aglomeririle celulare pot fi aproximate ca niste obiecte solide,
impermeabile la trecerea fluidului, fiind suficient rezolvarea ecuatiilor Stokes doar in canale. n
cazul unui fluid incompresibil si considerandu-se cazul stationar, neglijandu-se efectele inertiale,
ecuatiile fundamentale sunt:

~Vp+V.u(Vi+Va')=0 (0.1)

si ecuatia de continuitate
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viu=0 (0.2)

unde p este presiunea, U este vectorul viteza si u este vascozitatea dinamica a fluidului. De
asemenea, se considera ca viteza fluidului este zero la interfata cu zonele impermeabile.

O abordare mai complexa constd in a atribui local, fiecarui element din sistem,
caracteristicile specifice de porozitate si permeabilitate pe baza unei imagini binare a tesutului.
Astfel, dacd 1n cazul anterior celula se considera drept un obiect solid si perfect impermeabil, aici
putem asocia o valoare mai realistd a permeabilitatii celulare. De asemenea, intreg tesutul (celulele
impreund cu matricea extracelulard) este modelat ca un intreg iar ecuatiile ce descriu acest sistem
sunt ecuatiile Brinkman pentru un fluid incompresibil si stationar, unde efectele inertiale sunt
neglijate:

~Vp+V. A (va+vaT)-Ea=0 (0.3)

p

RS

si ecuatia de continuitate Error! Reference source not found.. Similar ca in cazul ecuatiei Stokes,
p este presiunea, U este vectorul viteza, u este vascozitatea dinamicd a fluidului, ¢, este

porozitatea si x este permeabilitatea mediului.

Ecuatiile Brinkman descriu fluidele in mediile poroase prin intermediul impulsului mecanic
al fluidului datorita tensiunilor mecanice de forfecare (tangentiale). Acest model matematic extinde
legea lui Darcy incluzand un termen generat de vascozitate (), tratdnd presiunea si vectorul viteza
ca variabile independente. Astfel, daca tinem cont de faptul ca dimensiunea si concentratia
particulelor nanomagnetice influenteazd direct vascozitatea dinamica a fluidului magnetic,
determinand efectul variatiei x« asupra distributiei volumului de fluid injectat, obtinem informatii
despre rolul dimensiunii nanoparticulelor in acest proces.

a.1l. Medii omogene

In modelul mediilor omogene, elementele rigide sunt complet impermeabile. Variatia
volumului de fluid introdus pe unitate de timp in matricea cu 96 de elemente rigide variaza linear cu
diferenta de presiune, dar nelinear in functie de porozitate.

a.2. Medii heterogene cu regiuni omogene

Prin comparatie, in cazul mediilor heterogene formate din regiuni omogene, volumul de
fluid introdus 1n matrice creste liniar cu diferenta de presiune si porozitatea mediului.

Reprezentarea diferitelor structuri de elemente rigide pentru mediul heterogen-omogen este
redata in Fig. 2.
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Fig.2. Configuratiile de porozititi folosite in Fig. 7: r1 = 1/3 (r=0.1) + 1/3 (r=0.6) + 1/3 (r=0.1); r2 =1/3
(r=0.2) + 1/3 (r=0.6) + 1/3 (r=0.2); r3=1/3 (r=0.3) + 1/3 (r=0.6) + 1/3 (r=0.3); r4 = 1/3 (r=0.4) + 1/3
(r=0.6) + 1/3 (r=0.4); r5 = 1/3 (r=0.5) + 1/3 (r=0.6) + 1/3 (r=0.5); r6 = 1/3 (r=0.6) + 1/3 (r=0.6) + 1/3

(r=0.6); r7 =1/3 (r=0.7) + 1/3 (r=0.6) + 1/3 (r=0.7); r8 = 1/3 (r=0.8) + 1/3 (r=0.6) + 1/3 (r=0.8); r9 = 1/3

(r=0.9) + 1/3 (r=0.6) + 1/3 (r=0.9).

a.3. Medii heterogene cu elemente rigide de dimensiuni aleatorii

Pentru cazul mediilor heterogene formate din elemente rigide de dimensiuni diferite, dispuse
aleatoriu, cel putin 10 situatii diferite au fost analizate. Diagramele variatiei spatiale a vitezei de
curgere a fluidului pentru o porozitate de 80% sunt reprezentate in Fig. 3. Astfel, am investigat
dependenta distributiei volumului de fluid in functie de diferenta de presiune si porozitate si am
comparat valorile obtinute cu rezultatele corespunzatoare modelului heterogen format din regiuni
omogene pentru aceeasi valoare a porozitatii.
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Fig.3. Viteza de curgere a fluidului introdus Tn matricea cu 96 de elemente rigide de dimensiuni
aleatorii (porozitate de 80%) pentru diferenta de presiune de 2.0 Pa.

a.4 Medii heterogene — regiuni celulare

Pentru a defini cu acuratete parametrii initiali necesari simularilor numerice (localizarea si
dimensiunea structurilor celulare, precum si permeabilitatea acestora), a fost studiat, in urmatoarea
etapa, efectul diferentei de presiune asupra volumului de fluid introdus in tesut pornind de la
imagini de microscopie optica a celulelor primare epiteliale mamare de soricei (PMECS) sau celule
epiteliale mamare umane imortalizate (MCF10A). Aceste celule au fost crescute in matrici de
colagen de diferite rigiditati: soft (1 mg/ml) si stiff (3 mg/ml) — rezultate publicate de Pavel, M et al.
Nature Communications 2018. in situatia de tesut moale (corespunzitor tesutului sinitos), celulele
formeaza structuri sferice (acinare), iar In conditiile de rigiditate crescuta, celulele se departeaza
unele de altele formand structuri mari, dezordonate. Astfel, pentru ambele linii celulare, am
observat o crestere mai lentd a volumului de fluid introdus pe unitate de timp cu diferenta de
presiune in sistemul cu matrice de colagen mai rigida (cu porozitate mai scazutd) — Fig. 4a.
Rigiditatea tisulara a fost masurata folosind AFM (Atomic Force Microscopy) — Fig. 4b.
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Fig.4. (a) Volumul de fluid magnetic injectat in matrici de colagen de diferite rigidititi in functie de
diferenta de presiune (moale — caracteristic tesutului sanitos si rigid — caracteristic tesutului patologic/
canceros). (b) Rigiditatea matricelor extracelulare pentru diferite concentratii de colagen (moale /
mediu / rigid) obtinute prin AFM.

Ulterior am analizat distributia fluidului injectat in matricile moi si rigide, tinand cont de
localizarea, forma si permeabilitatea diferita a celulelor crescute in matrici extracelulare de rigiditati
diferite la diferite valori ale diferentei de presiune. Am observat ca viteza de variatie a volumului de
fluid cu presiunea initiald este mai scazuta in cazul tesuturilor rigide (patologice), comparativ cu
situatia celor moi (normale).

De asemenea, au fost investigate si imagini obtinute prin microscopie confocald ce au pus in
evidenta localizarea celulelor si a diferitelor structuri ale acestora prin marcare cu fluorocromi —

Fig. 5. Aceste imagini s-au realizat Tn colaborare cu Universitatea Cambridge, Marea Britanie.
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Fig.5. Viteza de curgere a fluidului magnetic injectat in matrici de colagen de diferite rigiditate
scazuta. Celule MCF10A au fost crescute Tn matricile de colagen mentionate si vizualizate cu un
microscop confocal, fiind evidentiati nucleii (YOYO-1).



Studiul efectului dimensiunii/ concentratiei de nanoparticule din fluid

Asa cum mentionasem anterior, dimensiunea si concentratia nanoparticulelor in fluidul
magnetic influenteaza direct vascozitatea dinamica. Prin urmare, am determinat mai departe efectul
variatiei vascozitatii dinamice (pe baza valorilor descrise in literatura pentru diferite fluide
magnetice) - N. G. Gui, et al., Int. J. Comp. Meth. and Exp. Meas., Vol. 6, No. 2 (2018) si A.
Malekzadeh et al. JAFM, Vol. 9, No. 2 (2016).

Initial, am determinat variatia volumului de fluid in functie de presiune si porozitate pe baza
modelului heterogen cu elemente de dimensiuni aleatorii — Fig. 6.
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Fig.6. Variatia volumului de fluid introdus in matricea heterogena (situatii aleatorii) in functie
de viscozitatea dinamica, diferenta de presiune si porozitate.

Ulterior, am studiat in paralel si comparat rezultatele obtinute prin simulari numerice pentru
mediul omogen si heterogen. Astfel, am constatat, ca pe masura cresterii vascozitatii dinamice,
variatia volumului de fluid cu presiunea scade, efect accentuat cu diminuarea porozitatii matricii,
atat pentru mediile omogene, cat si cele heterogene.

De asemenea, am constatat cd volumul de fluid introdus in matrice nu depinde de
dimensiunea elementelor rigide si de localizarea acestora pentru situatiile cu porozitate mare (nu s-
au observat diferente intre cele doua medii: omogen si heterogen). In schimb, pe masura scaderii

porozitatii, mediile heterogene absorb mai mult fluid magnetic pe unitatea de timp fatd de mediile
omogene.

Studiul a fost extins, determinand variatia volumului de fluid magnetic in functie de vascozitatea
dinamica si presiunea initiala pentru cele doua situatii descrise anterior de matrice moale si rigidd (culturi
celulare). Acest studiu a confirmat rezultatele obtinute anterior pentru diferite porozitati: mediul moale
corespunde situatiilor cu porozitate mare, mediul rigid corespunde situatiilor cu porozitate mica.

o Fluide magnetice de concentratii si dimensiuni diferite

Pe baza informatiilor din literatura (date experimentale privind vascozitatea dinamica si densitate),
am analizat rolul concentratiei de particule magnetice din fluidul magnetic introdus in tesut si se observa ca
pe masurd ce probele sunt mai concentrate (1 % comparativ cu 0.1%) volumul de fluid acumulat in tesut
scade cu presiunea si vascozitatea dinamicd, indiferent de porozitatea tesutului. Dacad reprezentam aceste
variatii in functie de temperatura indusa si intensitatea cdmpului magnetic utilizat (pe baza efectului lor
asupra valorii vascozitatii dinamice), variatia volumului de fluid cu temperatura pentru campuri magnetice
mari (550G) se anuleazad la concentratii crescute de nanoparticule (mai mari de 0.5 %). Porozitatea nu



schimba profilul curbelor de variatie ale volumului de fluid cu temperatura. Caracteristicile studiate au fost
ale nanofluidelor magnetice Fe;Os-apa, continind nanoparticule de 20-30 nm, descrise in A. Malekzadeh et
al. JAFM, Vol. 9, No. 2 (2016).

Pentru a analiza efectul unor fluide formate din nanoparticule de dimenisuni mai mici (aprox. 10 nm)
am luat Tn considerare caracteristicile de densitate si vascozitate ale fluidelor EMG Ferrotec
(https://ferrofluid.ferrotec.com/) Fig. 7.
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Fig.7. Viteza de curgere a fluidului pentru diferite fluide magnetice (EMG 308, 707, 807, 805) la
diferentele de presiune indicate.
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b) Modelul numeric — curgere capilara

Primul model descrie cum multiple aglomerari celulare (considerate in ansamblu ca
elemente rigide) pot influenta in functie de dimensiunea si localizarea lor, distributia fluidului
magnetic injectat in tesut.

Pentru a analiza mai in profunzime interactiunea dintre elementele celulare individuale,
matricea extracelulara si fluid, propunem un model ce ia in considerare efectele capilare.

Dinamica curgerii a doua fluide este guvernata de ecuatia Cahn-Hilliard. Mai exact,ecuatia
descrie dinamica interfetei difuze care separa cele doua faze imiscibile. Interfata difuza este definita
drept regiunea in care variabila campului de fazd ¢ (adimensionald) este intre -1 si 1.

Ecuatia Cahn-Hilliard este impartita in doud ecuatii dupa cum urmeaza:

Y 4vg=v.- vy 2.1)
ot o
==V Vo+ (¢ -1)¢ (22)
3e,0 _ . . 2 e o o
unde: 1 =—~—— este densitatea energiei de mixare, y = y&; reprezintd mobilitatea care determind

NG

timpul propriu a difuziei Cahn-Hillard, ¢ este variabila campului de faza, w este variabila
suplimentara a campului de faza, o este coeficientul tensiunii superficiale, y este parametrul
pentru ajustarea mobilitatii.

Curgerea laminara a unui fluid incompresibil Navier Stokes dependenta de timp:

p%f+p(U-V)U:V~[—pI+K]+|fst+p@ (2.3)

pV (@) =0 (2.4)

K = u(vm(vu)T) (2.5)

Ry =[LZV/JV¢ (2.6)
St

unde: p este densitatea, u este vascozitatea dinamica, p este presiunea, U este campul de viteze,

g este acceleratia gravitationala, IESt este tensiunea superficiald care actioneaza la interfata dintre
fluidul 1 si fluidul 2, | este matricea identitate.

Parametrii corespunzatori interfetei sunt:

p=pVN;,+pV,, - densitatea interfetei

u=uN, +u\V,, - vascozitatea dinamica a interfetei

10



Vi, = 1_7 - fractia volumici a fluidului 1

+¢

Vi, = 17 - fractia volumica a fluidului 2

Vi, +V,,=1

a. Sistem cu un histeron

Astfel, am analizat curba de variatie volum-presiune la umplerea si golirea unui sistem
format din 2 cilindri si o cavitate, obtinand un ciclu major de histerezis. Initial, a fost analizat cazul
in care lungimea cilindrelor este mai mare decat indltimea Jurin (h;). Platourile orizontale descrise
de variatia volum-presiune corespund schimbarii concavitatii la interfata dintre cele doua fluide (ex:

fluid magnetic-aer). Salturile verticale se datoreaza efectului de capilaritate conform legii Jurin.
Sistemul considera un reziduu de fluid in cavitate de 5-10%.

Hysteron - 1

100% — C3
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5 60%
g
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Fig. 8. Histeroni tipici pentru sistemul format din doi cilindri si o cavitate. Mirimea cavititii a fost
variata: C1 (semiaxa mare a), C2 (semiaxa mare 1.5 a) si C3 (semiaxa mare 2 a).

b. Sistem cu doi histeroni in interactiune

Pentru studiul histeronilor in interactiune am analizat doua situatii: histeroni cuplati in serie si in
paralel.

Histeroni cuplati in serie

Pentru acest studiu, s-a construit un sistem format din 3 cilindri si 2 cavitati. Lungimea
cilindrului dintre cavitati a fost variata in functie de h; (lungimea L mai mare, egala, sau mai mica

decét indltimea Jurin). In consecints, ciclurile de histerezis diferd intre cele 3 cazuri mentionate.
Pentru cazul L < h; cele doud curbe (de umplere si golire) nu au puncte comune, pe cand situatiile

cu L > h; duc la intersectia lor. Ca urmare, pentru cazul L < h; se studiaza si un ciclu minor de

histerezis, similar curbelor FORC din magnetism — Fig. 9. Astfel, 0 analiza de tip FORC a curbelor
volum-presiune poate ajuta la intelegerea si descrierea porozitatii unui tesut.
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Fig. 9. Curba minori pentru ciclul de histerezis corespunzator cazului L < h;.

Histeroni cuplati in paralel

Curba de histerzis volum-presiune obtinuta pentru un sistem format din doi histeroni cuplati
in paralel este mai degraba similara celei obtinute pentru sistemul cu un singur histeron.

In concluzie, variatia volumului de fluid introdus in tesut cu diferenta de presiune depinde
de porozitatea/ permeabilitatea tisulara, de omogenitatea acestuia si de efectele capilare de
histerezis.

c. Realizarea dispozitivului experimental: componenti mecanica si optica

Dispozitivul experimental este alcatuit dintr-un ansamblu de elemente reprezentate
schematic in Fig.10.

Componentele dispozitivului sunt:

Q) sistem optic pentru observarea si cuantificarea in timp real a efectului injectarii
fluidului Tn materialul studiat;

(i) sistem de injectare a fluidului. Acesta este actionat manual in faza de testare a
parametrilor experimentului. Controlul precis se obtine cu ajutorul automatizarii
acestei componente prin intermediul unui motor pas-cu-pas;

(iii)  suport mecanic pentru esantion produs prin tehnologie de tip aditiv (i.e. imprimare
3D).
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Fig.10. CAD - Sistem experimental

Director de proiect,
Asist. univ. dr. Mariana Pavel-Tanasa
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