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1. INTRODUCERE - OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE ACTIVITATII DE
CERCETARE

Unul dintre obiectivele derivate ale proiectului ,,Hidrogeluri compozite cu nanoparticule
antimicrobiane”, consta in obtinerca Si testarea unor materiale compozite pe baza de colagen/
pulberi mezoporoase de tip MCM41 sau MCM48 incarcate cu procente variate de curcumina in
vederea realizari de pansamente cu proprietati antibacteriene, destinate tratarii diverselor rani
cronice, aparute la nivelul pieli (edeme, ulceratii, cancer de piele, etc.).

Necesitatea dezvoltarii unor hidrogeluri compozite cu proprietati antibacteriene, a aparut,
datorita numarului ridicat de boli infectioase cauzate de microorganisme patogene cum ar fi,
bacteri, fungi, virusuri etc., care reprezinta o amenintare majora la nivelul sanatati publice.
Potrivit unui raport al ORGANIZATIEI MONDIALE A SANATATI (OMS), bolile
infectioase sunt a doua cauza a mortalitati, la nivel mondial. Supra-prescrierea si utilizarea
abuziva a antibioticelor conventionale, au condus la dezvoltarea rezistentei agentilor patogeni, si
implicit la pierderea activitatii acestora. In vederea inlaturari acestor probleme, este necesara fie
dezvoltarea unor noi tipuri de antibiotice fie obtinerea unor noi clase de materiale cu proprietati
antibacteriene. Cateva clase de materiale unice au fost dezvoltate, in vederea utilizari lor ca
inlocuitori ai antibioticelor conventionale, precum, peptide antimicrobiene, polimeri cationici
sintetici/naturali, nanoparticule antimicrobiene, etc. In timp ce, antibioticele conventionale au
rolul de a actiona asupra tintelor moleculare specifice, cum ar fi inhibarea sintezei proteinelor,
polimerii cationici naturali/sintetici sau peptidele antimicrobiene au avantajul ca, actioneaza
asupra intregi membrane celulare prin intermediul interactiilor electrostatice urmata de insertia
componentelor lor hidrofobe in domeniile lipidice ale membrane celulare, pentru a genera pori,
conducand in acest mod la ruperea membranei celulare, pierderea continutului citoplasmatic si la
moartea celulelor. Din acest punct de vedere, pentru evitarea utilizari antibioticelor deoarece
(bacteriile dezvolta rezistenta de cele mai multe ori), a polimerilor sintetici (au un anumit grad de
toxicitate, in principal datorita rutelor de obtinere) si a nanoparticulelor generice cu proprietati
antimicrobiene (Ag, Au etc. care au un grad de toxicitate ridicat peste anumite concentratii) in
cadrul proiectului au fost dezvoltate hidrogeluri compozite cu proprietati antimicrobiene
utilizand polimeri naturali (gel de colagen) si compusi naturali (curcumina sau diferuloil
metanul). Utilizarea unor astfel de hidrogeluri compozite cu activitate antimicrobiana prelungita,
vor fi destinate preveniri infectiilor cu diverse bacterii precum si la vindecarea diferitelor rani
aparute la nivelul pieli si in special in cazul rezectiei unei portiuni de tesut — cancer de piele
precum si in cazul unor rani aparute la persoanele ce sufera de diabet zaharat (edeme, ulceratii,
etc.). O importanta deosebita trebuie acoardata unor astfel de rani, deoarece procesul de
vindecare este extrem de lent iar riscul de infectie este foarte ridicat, deoarece tesutul necrozat
favorizeaza aderenta bacteriana. Prin utilizarea curcuminei (diferuloilmetanul), care este un
compus natural polifenolic, pe langa proprietatile lui antibacteriene excelente se va profita si de
numeroase alte activitati biologice precum, activitatile antiseptice, antioxidante, anti-
inflamatoare, analgezice. Acest tip de compus actioneaza de asemenea ca un antibiotic local,
prevenind in acest mod infectia si septicemia in rani.



In vederea, atingeri obiectivului principal al cercetarii, in cadrul proiectului au fost
realizate urmatoarele activitati specifice si anume:

OS 1. Realizare pulberi pe baza de materiale mezoporoase cu proprietati antibacteriene .

1) Sinteza si caracterizarea silicei mezoporoase de tip MCM 41 si MCM 48,

2) Adsorbtia agentului antimicrobian reprezentat de curcumina in procente diferite, in porii
silicei de tip MCM 41 sau MCM 48 utilizand metoda adsorbtiei sub vid, urmata de
caracterizare morfo-structurala;

3) Evaluarea capacitati de eliberare a curcuminei din porii silicei mezoporoase;

4) Testarea activitatii antibacteriene a pulberilor ce contin procente variate de curcumina.

0S2. Obtinerea sistemelor complexe cu proprietati antibacteriene

5) Realizarea sistemelor complexe pe baza de colagen/silice mezoporoasa dopata cu
procente variate de curcumina;

6) Caracterizarea morfo-structurala a compozitelor obtinute;

7) Testarea capacitati de eliberare a curcuminei din compozitele dezvoltate prin imersare in
solutie de buffer de fosfat;

8) Efectuarea testelor privind activitatea antibacteriana a acestor variante de compozite
asupra diverselor tipuri de bacterii S. aureus, P.aeruginosa si C.albicans.

Un avantaj major al incapsulari acestui compus natural in gelul de colagen, consta in
faptul ca in acest fel se va profita atat de proprietatile exceptionale regeneratoare a gelului de
colagen precum si de proprietatile farmaceutice ale curcuminei.



2. STADIUL ACTUAL AL CERCETARILOR SIMILARE

Ranile cronice sunt considerate afectiuni ale pieli, care sunt cele mai dificile de tratat si
afecteaza mai mult de 7 milioane de persoane in SUA, iar costurile totale necesare pentru
tratament depasesc 8 miliarde de euro/an [1]. Vindecarea ranilor este un proces de restabilire a
functiilor normale ale structurii tesuturilor deteriorate si cuprinde numeroase procese celulare si
biochimice, avand ca rezultat final reconstructia si regenerarea tesutului deteriorat [2].
Vindecarea ranilor este un proces complex si implica mai multe faze, inflamare (datorita
eliberarii leucotrienelor, prostaglandinelor si a radicalilor liberi), acumulare de lichide,
proliferarea celulara — cu depunerea de colagen, epitelizarea si angiogeneza reglementata de
factori de crestere, remodelarea tesuturilor cu proliferarea fibroblastelor si sinteza/acumularea
fibrelor de colagen [3-5]. Ranile cronice cele mai comune, includ dar nu se limiteaza doar la
ulcerul piciorului diabetic, ulcerul piciorului de staza venoasa si cel de presiune [4, 6].
Trasaturile comune ale acestor tipuri de rani cronice includ, inflamatia prelungita sau excesiva,
formarea biofilmelor microbiene rezistente la medicamente respectiv incapacitatea celulelor
dermice/epidermice, de a raspunde la stimului reparativi [7]. Aceste tipuri de rani, reprezinta o
provocare pentru profesionisti din domeniul ingrijiri ranilor si consuma cea mai mare parte a
resurselor medicale, din intreaga lume. Prevalenta de a dezvolta ulcer de picior, este cu 25% mai
mare in cazul persoanelor ce sufera de diabet zaharat, fiind de altfel si principala cauza a
amputari membrelor si a deceselor aparute [8]. Ulcerul de picior apare in principal ca o cauza a
patologiilor multiple, neuropatie (deteriorarea nervilor datorita nivelului ridicat de glucoza din
sange) si angiopatie sau ischemie care conduc la infectii [9, 10]. Infectarea ranilor si formarea
biofilmului sunt provocate cel mai frecvent de bacterii gram-pozitive cum ar fi, Streptococul g-
hemolitic si Stafilococul auriu, acestia fiind cei mai obisnuiti agenti patogeni ai infectiei acute a
piciorului diabeticilor, in timp ce, bacteriile anaerobe sunt de obicei o parte a infectiilor mixte la
pacientii cu gangrena piciorului sau ischemia [11, 12]. Tratamentele actuale se bazeaza in
principal pe terapia cu presiune negativa sau pe pansamente pentru rani, in scopul preveniri
infectari, limitarea dureri, reducerea disconfortului si a cicatricilor. Pentru a putea tratat cu
succes anumite rani, este necesarea reducerea cantitati de tesut necrozat, in vederea prevenirii
invaziei microbiene [13]. Pansamentele modern, sunt astfel concepute incat sa asigure unele
caracteristici functionale precum, mentinerea unui mediu umed a plagi, aderenta redusa, protectia
impotriva traumelor, schimbari minime ale pansamentului, izolare termica, adsorbtia sangelui si
a exudatului in exces, protectia impotriva infectiilor si a invaziei bacteriilor, permeabilitate si
costuri reduse [14]. Pansamentele pentru rani comercializate in prezent sunt sub forma de filme,
bureti, hidrocolizi si hidrogeluri [15]. Numeroase cercetari efectuate in prezent se bazeaza pe
obtinerea de pansamente, ce au capacitatea de a livra diverse medicamente - antibiotice/compusi
terapeutici antibacterieni, cu rol activ in vindecarea ranilor si in prevenirea infectiilor.

Din acest punct de vedere, 0 gama larga de biomateriale polimerice (sintetice si naturale),
au fost propuse si testate in scopul accelerari vindecari ranilor si pentru a controla, reduce si
elimina infectia. Marea majoritate a acestor biomateriale polimerice, sunt capabile sa imite unele
dintre caracteristicile fizice si biologice ale tesuturilor native datorita, continului ridicat de apa,
biocompatibilitatii si biodegradabilitatii. Polimeri naturali care au fost investigati pentru tratarea
ranilor includ polizaharide (chitosan, chitina, dextran, alginat, condroitina, heparina) [16],
proteoglicani si proteine (colagen, gelatina, fibrina, keratina) [17]. Dintre polimeri sintetici
investigati pentru tratarea ranilor se numara: acidul poliglicolic, alcoolul polivinilic, acidul



polilactic, acidul poliacrilic, poli g-caprolactona, poli etilenglicolul [18, 19]. Cu toate acestea,
marea majoritate a acestor polimeri, nu prezinta bioactivitate si capacitate de a accelera procesul
de vindecare si mai ales de prevenire a infectiei, si necesita adaosul de nanomateriale in reteaua
lor. Nanomateriale utilizate au in principal 2 roluri: (1) Nanomateriale utilizate ca suport pentru
eliberarea sustinuta si controlata a agentilor terapeutici si (2) Nanomateriale care prezinta
proprietati intrinseci benefice pentru tratarea ranilor in scopul accelerari procesului de vindecare
precum si de a furniza caracteristici bioactive [20].

Dintre nanomateriale cu proprietati intrinseci benefice pentru tratarea ranilor, se numara
in principal nanoparticulele de argint [21] si de aur [22], deoarece poseda activitati bactericide
asupra unui spectru larg de bacterii si fungi. Nanoparticule de argint in special, sunt utilizate pe
scara larga in diverse produse cum ar fi imbracaminte si pansamente pentru rani, datorita
efectulului lui antibacterian excelent. Cu toate acestea, o serie de lucrari, prezinta informatii
privind eventualele efecte toxice a acestor nanoparticule, peste anumite concentratii [23] iar in
ultima perioada exista un interes sporit in vederea inlocuirii lor, prin utilizarea unor compusi
naturali din plante. Cu toate acestea, pentru a putea fi utilizat cu succes ca agent de vindecare a
ranilor, un compus natural trebuie sa poata stimula proliferarea fibroblastelor, formarea
colagenului si sa prezinta proprietati antimicrobiene, antioxidante si antiinflamatoare.
Numeroase plante sau compusii lor detin niveluri ridicate de antioxidanti, si proprietati
antiinflamatori si antimicrobiene si ar putea fi utilizate cu succes pentru vindecarea diverselor
tipuri de rani. Din acest punct de vedere, numerosi cercetatori s-au axat pe studii privind
utilizarea extractelor din plante in vederea obtineri pansamentelor bioactive pentru tratarea
diverselor tipuri de rani [24].

O astfel de planta foarte des folosita de peste 4000 de ani in Asia pentru curatarea ranilor
si pentru vindecare, este reprezentata de turmeric [25]. Turmericul, in functie de originea si de
solul in care este cultivat contine un grup de compusi, precum curcumina, demetoxicurcumina,
bis-demetoxicurcumina respectiv curcumina ciclica, in procent de aproximativ 2-9%.
Componenta majoritara din turmeric este reprezentata de curcumina iar cea minoritara este
reprezentata de curcumina ciclica. In functie de mediul de extractie, curcumina prezinta forma
bis keto in mediu acid si neutru [26].

Curcumina, a fost identificata ca fiind principalul compus terapeutic din turmeric cu o
gama larga de proprietati farmaceutice benefice antioxidante [27, 28], antiinflamatori,
antifungice, anti HIV, anti-virale, antimicrobiene, anticoagulante si impotriva cancerului [29,
30]. Curcumina sau diferuloil metanul (formula chimica: C21H200s; (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-
3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione) este un pigment de culoare galbena din Curcuma
Longa (Zingiberaceae family), cunoscut sub denumirea de turmeric, fiind un produs natural
promitator din punct de vedere biologic si chimic, capabil de a modula procesele de vindecare a
ranilor [25, 31].

Din acest punct de vedere, Gokhan Emiroglu si alti [32] au studiat efectele benefice ale
curcuminei pentru tratarea traumei mucoasei nazale, utilizand un numar de 32 de sobolani,
impartiti in 4 grupuri si cu greutate cuprinsa intre 250-350g, adulti, masculi. Trauma mucoaselor
nazale a fost provocata sub anestezie prin injectarea intraperitoneala de clorhidrat de ketamina si
xylazina HCI in proportie de 50mg/kg respectiv 10mg/kg. Testele histopatologice, evidentiaza
faptul ca comparativ cu grupul de control 1 (tinut fara nici un fel de tratament) si grupul 4 (tratat
topic cu dimetilsulfoxid), grupul 2 si 3 (tratat topic cu 5 si 10 mg/ml curcumina dizolvat in
dimetil sufoxid) au prezentat o regenerare celulara semnificativa si reduceri ale pierderii celulare
din stratul epitelial respirator, reducand de asemenea si edemul, hiperplazia celulara si infiltrarea



leucocitara la un nivel normal. Un alt studiu, s-a axat pe stabilirea rolului curcuminei asupra
modificarilor colagenului respectiv a proprietatilor antioxidante in timpul procesului de
vindecare a ranilor cutanate la sobolani. Placile de excizie au fost realizate pe partea din spate a
sobolanilor, iar curcumina a fost administrata topic. Tesuturile plagii eliminate (la 4, 8 si 12 zile
dupa ranire) au fost folosite pentru a analiza modificarile biochimice si patologice. Rezultatele
demonstreaza ca, curcumina a marit proliferarea celulara si sinteza colagenului la locul plagii,
evidentiata prin cresterea ADN, a continutului total de proteine si a colagenului de tip I11. Ranile
tratate cu curcumina, s-au dovedit a se vindeca mai rapid, caracterizandu-se in viteze
imbunatatite de epitelizare, contractia ranilor si rezistenta la tractiune, rezultate confirmate de
asemenea si prin examinarea histopatologica. Tratamentul cu curcumina a scazut nivelul de
peroxidaza lipidica, in timp ce nivelurile de superoxid dismutaza, catalaza si peroxidaza de
glutation au crescut semnificativ, prezentand proprietatile antioxidante ale curcuminei in
accelerarea vindecarii ranilor [33]. Un alt studiu condus de Miah, H.AAM si alti [34],
investigheaza efectul terapeutic al extractului etanolic de turmeric pentru vindecarea ranilor. In
cadrul studiului au fost utilizate un numar de 9 capre asupra carora au fost facute un numar de 80
de rani chirurgicale. Acestea au fost impartite in 3 grupuri si anume: grupul 1 (de testare) tratat
cu extract etanolic, grupul 2 (standard) tratat cu povidone iodine si grupul 3 tinut fara tratament
medicamentos, rana fiind doar spalata cu o solutie salina, iar informatiile au fost inregistrate din
ziua 0 pana in ziua 21 post-operator. In vederea determinarii procesului de vindecare, au fost
luate in considerare unele caractere morfologice precum, zona de inflamare a plagii, cresterea
liniei de sutura de pe suprafata pieli, latimea zonei de sutura si lungimea contractiei in decursul
unei saptamani. Evaluarea bacteriologica a fost realizata prin tehnici bacteriologice
conventionale si biopsi de tesut, si colorate cu hematoxilina si eozina pentru efectuarea studiilor
histopatologice. In cazul tratamentului cu extract etanolic, inflamarea zonei de sutura (11.51
+0.36 mm) si inaltimea liniei de sutura (2.65 £ 0.41 mm) au fost cele mai scazute, comparativ cu
grupul de control (inflamarea zonei de sutura 12.46 +0.73 mm si inaltarea liniei de sutura
3.7+0.35 mm). Studiile histopatologice au evidentiat faptul ca, resturile de tesuturi si hemoragiile
au disparut, datorita aparitiei unui strat subtire de keratina pe suprafata epidermei in cazul
tratamentului cu extract etanolic de turmeric.

Cu toate ca, administrarea locala a extractului de turmeric prezinta rezultate bune in
tratarea anumitor rani provocate chirurgical, in cazul ranilor cronice, este necesara utilizarea unor
materiale ce asigura o permeabilitate, oxigenare si nutritie adecvata, pentru atingerea unei rate
optime de vindecare cu restabilirea continuitati si functionalitati anatomice. Aceste proprietati
pot fi atinse prin utilizarea unui plasture transdermic, cu livrare controlata, ce contine substante
medicamentoase ce se aplica pe piele, furnizand astfel medicamentele prin intermediul pieli la
circulatia sistemica, la o rata predeterminata si cu mentinerea unei concentratii terapeutice
optime, pe o perioada lunga de timp. Din pacate, numeroase medicamente nu pot patrunde prin
piele datorita permeabilitatii scazute a acestuia, si necesita utilizarea unui sistem de imbunatatire
a permeabilitati. Din acest punct de vedere, utilizarea curcuminei native, in aplicatii clinice este
limitata datorita proprietatilor fizico-chimice nefavorabile si anume: hidrofobicitate, instabilitate,
adsorbtia redusa si eliminarea rapida din circulatia sistemica [35]. In scopul imbunatatiri
solubilitati, numeroase eforturi s-au facut in vederea dezvoltari unor sisteme de livrare optime
utilizand diverse biomateriale precum, nanosfere si microsfere polimerice, nanoparticule lipidice,
structuri sub forma de nanofibre, hidrogeluri, nanoparticule ceramice, scaffolds, etc [36].

Un astfel de plasture transdermic, obtinut in vederea imbunatatiri permeabilitati
curcuminei prin tesutul epithelial si patrunderea in circulatia sistemica, a fost realizat utilizand o



combinatie intre poli vinilpirolidona si etil celuloza. Studiile histopatologice, efectuate pe
sobolani au aratat ca plasturi care contin curcumina (20 mg) au aratat prezenta fibrelor de
colagen bine organizate, cresterea celulelor fibroblaste si formarea de noi vase de sange,
comparativ cu plasturi ce nu contin curcumina (grup de control) [37]. Un alt compozit spongios
pe baza de 10 % curcumina /chitosan/gelatina a fost testat pentru tratarea ranilor. Rezultatele
antibacteriene efectuate pe P. aeruginosa demonstreaza ca zona de inhibare este mai mare in
cazul compozitului cu curcumina comparativ cu cel fara curcumina. Testele de eliberare a
curcuminei in vitro in solutie buffer de fosfat, demonstreaza faptul ca, rata de eliberare a
curcuminei este mai avansata in cazul buretilor ce contin cantitati mai ridicate de gelatina,
datorita faptului ca hidrofilia curcuminei a fost relativ mai scazuta [38]. Momin, M si alti [39],
au dezvoltat un pansament superporos pe baza de chitosan si alginat in care au incorporat
curcumina si miere, pentru tratarea ranilor. Rezultatele obtinute demonstreaza capacitate mare de
gonflare a acestui material (111.05+£0.5%), difuzia medicamentului in vitro (75.03£3.95%/20
zile) si o rata rapida de granulare si reepitelizare a tesutului. Alte tipuri de pansamente pe baza de
colagen de tip | au fost obtinute si testate pentru tratarea ranilor cornice, datorita faptului ca
colagenul este biocompatibil, biodegradabil, hemostatic si faciliteaza vindecarea ranilor. Mai
mult decat atat, materialele sub forma de hidrogel mentin o hidratare corespunzatoare a ranilor
iar forma fibrilara a colagenului favorizeaza colonizarea si remodelarea celulor cu formarea
tesutului nou. Cu toate acestea, un dezavantaj major al hidrogelurilor pe baza de colagen, este
legat de faptul ca acestea sunt sisteme slabe de livrare a medicamentelor, deoarece cinetica de
eliberare este foarte rapida, de doar cateva ore. In acest sens, pentru controlul si evitarea eliberari
rapide, este necesara utilizarea unui sistem de livrare impreuna cu colagenul. Un astfel de sistem
este reprezentat de suporturile anorganice de tip silice mezoporoasa, unde medicamentele au fost
grefate pe suprafata sau incarcate in porii nanoparticulelor. Mai mult datorita naturi
semicristaline a acestor tipuri de nanoparticule, produsele lor de disociere ionica au aratat o
influenta pozitiva asupra angiogenezei si vindecarii ranilor [40]. Un astfel de sistem de livrare a
medicamentului pe baza de nanocompozite colagen-nanoparticule de silice, a fost dezvoltat in
scopul preveniri infectari ranilor cornice. In acest sens, doua tipuri de antibiotice, rifamicinul si
gentamicinul au fost incapsulate in nanoparticule de silice (cu dimensiunea de 100, 300 si 500
nm) si testate din punct de vedere al activitati antimicrobiene asupra Stafilococului auriu
respectiv Pseudomonas aeruginosa. Rezultatele obtinute arata faptul ca, gentamicina incarcata in
particulele de silice cu dimensiunea de 500 nm, poate fi imobilizata in gelul de colagen fara
modificarea structuri filamentare, iar eliberarea gentamicinei are loc pe o perioada de 7 zile
prezentand totodata si 0 activitate antibacteriana paralela. Nanocompozitele pe baza colagen/
particulele de silice cu dimensiunea de 100 nm - rifamicina, nu prezinta activitate antimicrobiana
datorita adsorbtiei puternice a rifamicinei pe fibrele de colagen [41]. Numeroase alte tipuri de
sisteme si tehnici au fost dezvoltate in vederea imbunatatiri biodisponibilitati curcuminei
hidrofobice. Un astfel de sistem este reprezentat de nanofibrele pe baza de gelatina/curcumina
obtinute prin electrospinning. Materiale sub forma de fibre, promoveaza adeziunea si raspandirea
fibroblastelor-keratinocitelor, datorita porozitati si raportului volum/suprafata specifica mare
[42].



3. REZULTATE STIINTIFICE OBTINUTE IN ACTIVITATEA DE CERCETARE

3.1. Sinteza silicei mezoporoase de tip MCM-41 si MCM-48

Silicea mezoporoasa cu structura porilor hexagonala a fost sintetizata, dupa metodologia
publicata de Melendez-Ortiz si colaboratorii[43], si consta in adaosul unei cantitati adecvate (5
g) de surfactant cationic - cetiltrimetilamoniubromura (CTAB) in 960 ml de apa distilata, urmata
de agitare intr-o baie cu ultrasunete timp de aproximativ 1h, pana la obtinerea unei solutii clare.
In continuare, se adauga 340 ml de alcool etilic si 100 de ml de solutie amoniacala.
Tetraetilortosilicatul precursorul de silice in cantitate de 25 ml, se adauga la aceasta solutie sub
forma de picaturi fine si se continua amestecarea in baia cu ultrasunete, timp de 3 h. Precitatul
alb obtinut se filtreaza, utilizand o pompa cu vid, se usuca la temperatura de 80°C intr-o etuva cu
aer cald sau sub vid, urmata de calcinare in vederea indepartari surfactantului organic.
Indepartarea surfactantului se realizeaza intr-un cuptor de calcinare, dupa urmatorul profil de
temperatura: 0-550°C, timp de 1h 30 min, urmata de mentinerea temperaturi la 550°C timp de 9h.
Pulberea calcinata, se mojareaza, si se utilizeaza in continuare pentru adsorbtia curcuminei.
Obtinerea silicei mezoporoase cu structura porilor cubica de tip MCM-48, este similara cu
metoda prezentata pentru MCM-41cu mentiunea ca, surfactantul si anume CTAB se utilizeaza in
cantitate mult mai ridicata, de aproximativ 20g.

3.2. Incapsularea curcuminei in porii silicei mezoporoase de tip MCM-41 si MCM-48

Pulberile de tip MCM-41 si MCM-48 calcinate au fost utilizate pentru incapsularea unor
procente variate de curcumina, utilizand metoda adsorbtiei sub vid. In acest sens, o cantitate de 1
g din fiecare tip de pulbere de MCM-41 sau MCM-48, a fost transvazata intr-un recipient din
sticla special construit pentru a putea fi adaptat la o pompa cu vid. Solutiile utilizate pentru
adsorbtii, au fost obtinute prin solubilizarea unei cantitati optime de curcumina respectiv 10, 20
si 50 mg in 7 ml alcool etilic, raportate la cantitatea de silice luata in lucru (1g), pentru a obtine
pulberi de silice mezoporoase dopate cu 1, 2 si 5% curcumina. Aceste solutii, ce contin procente
variate de curcumina, au fost mentinute intr-o baie cu ultrasunete timp de aproximativ 40-60
min, pana la solubilizarea completa a pulberi de curcumina. Dupa solubilizare, aceste solutii au
fost injectate sub vid peste cele doua tipuri de pulberi de silice mezoporoasa. Dupa adsorbtia
completa a curcuminei in porii silicei, recipientul a fost indepartat de sub vid, si mentinut intr-o
etuva cu aer cald la temperatura de 60°C timp de aproximativ 1 zi, pentru indepartarea
solventului/uscare, urmata de mojarare si caracterizare. Cantitatea de alcool etilic (7 ml) a fost
astfel calculat, incat sa acopere in totalitate pulberile de silice luate in lucru.

3.3.  Obtinerea sistemelor complexe pe baza de colagen/curcumina si/sau MCMx

Sistemele complexe, au fost obtinute utilizand o cantitate de 25 g de gel de colagen (ce
contine aproximativ 0.5 g colagen uscat) in care a fost inglobat o cantitate egala de 0.5 g din
pulberile obtinute anterior si anume: MCM-41-1%Curcumina, MCM-41-2%Curcumina, MCM-
41-5%Curcumina, MCM-48-1%Curcumina, MCM-48-2%Curcumina, MCM-48-5%Curcumina.
Compozitul colagen/5% curcumina a fost obtinut prin utilizarea unei cantitati de 25 g gel de
collagen (0.5%colagen pur) la care s-a adaugat 25 mg curcumina. Toate variantele de compozite
au fost obtinute, prin agitare magnetica puternica la aproximativ 420rpm, utilizand un agitor cu



posibilitate de amestecare in co-si contra-rotatie avand totodata si functia de vibratie. Toate
variantele de materiale compozite obtinute, au fost amestecate aproximativ 20-30 de minute in
vederea obtinerii unei omogenitati cat mai ridicate a pulberilor in masa de colagen. Compozitele
obtinute au fost reticulate cu o solutie de glutaraldehida de 0.5% si transvazate in vase Petri din
sticla. Dupa reticulare, compozitele au fost mentinute la frigider timp de aproximativ 2 zile la
temperatura de 4°C si liofilizate.

3.4. Teste cinetice in vitro privind capacitatea de eliberare a curcuminei din pulberi
mezoporoase si/sau materiale compozite

Testele de eliberare in vitro a curcuminei din pulberile dopate/compozitele obtinute, au
fost realizate in solutie buffer de fosfat cu pH=7.2 pe parcursul a 0-134 ore. Solutia buffer de
fosfat a fost obtinuta utilizand o cantitate de 168.7608 g/L de Na;HPO4 12 H>0 si 15.145 g /L
NaH2PO4 H>0, iar pentru ajustarea pH-ului a fost utilizat NaOH. In vederea determinari gradului
de eliberare a curcuminei, o cantitate de aproximativ 400 de mg din pulberile mezoporoase ce
contin curcumina in procente variate (1, 2 si 5%), compozitele colagen/5%curcumina si
colagen/silice mezoporoasa (MCM41 sau MCMA48) - x% curcumina, au fost transvazate in tuburi
de centrifuga si puse in contact cu o cantitate de 45 ml solutie buffer de fosfat si mentinute intr-o
baie cu termostatare, la temperatura de 37°C, pe intreaga durata a determinarilor. La diferite
intervale de timp bine stabilite, tuburile ce contin proba si solutia buffer de fosfat au fost
centrifugate la 10000rpm timp de 5 min si temperatura de 37°C. Determinarea concentratiei
curente de curcumina existenta in solutie, a fost identificata prin spectrometrie UV-VIS, utilizand
0 cantitate de aproximativ 2 ml de supernatant, la lungimea de unde de 264 nm considerata ca
fiind lungimea de unda maxima, la care adsoarbe curcumina. In timpul citirilor, ca referinta a
fost utilizata solutia buffer de fosfat, in vederea reducerii la minim a erorilor de citire. Pentru a
mentine un volum constant de solutie buffer pe tot parcursul testelor de eliberare, dupa citire,
cele 2 ml de supernatant extrase au fost puse la loc, iar cuva a fost clatita cu solutie buffer de
fosfat, in vederea evitarii impurificarii celorlalte probe. Dupa finalizarea determinarilor, s-a
calculat cantitatea totala de curcumina eliberata.

REZULTATE SI DISCUTII

3.5. Caracterizarea pulberilor de silice mezoporoasa dopate cu curcumina si ale
sistemelor complexe

Spectrele FTIR ale pulberilor de silice dopate cu procente variate de curcumina

Analiza FTIR este utilizata pentru a determina, interactiile ce au loc intre moleculele de
curcumina si pulberile mezoporoase (Figura 2 A si B). Spectrele FTIR au fost inregistrate atat pe
pulberea de curcumina simpla in domeniul 3600-400cm™ si 2000-400cm™ (Figura 1 A si B), in
vederea unei mai bune evidentieri a benzilor caracteristice acesteia. Spectrul FTIR al curcuminei
simple, prezinta numeroase benzi caracteristice si anume, banda de la 3504 cm poate fi asociata
vibratiei grupari OH libere, banda de la 3014 cm™ poate fi atribuita grupari C-H de alungire
provenit din nucleul aromatic, banda de la 2846 cm™ este atribuita grupari metil de alungire C-H,
varful de la 1626 cm™ caracteristica grupari de alungire C=0, banda de la 1507 cm™ este
atribuita vibratiei C=0 si C=C, banda de la 1457 cm™ este asociata legaturi CH de deformare.



Banda observata in regiunea 1000-1300 cm™ poate fi atribuita legaturi C-O-C simetrice si
asimetrice.

In Figura 2 A si B, sunt prezentate spectrele FTIR inregistrate pe pulberile de tip MCM-
41 si MCM-48 simple calcinate, precum si cele intregistrate pe pulberile de tip MCM-41 si
MCM-48 dopate cu 1, 2 respectiv 5% curcumina. In cazul pulberilor de tip MCM-41 si MCM-48
simple, spectrele FTIR sunt foarte asemanatoare si pun in evidenta prezenta benzilor
caracteristice silicei mezoporoase, si anume picurile mari situate in intervalul 1052 cm™ pot fi
atribuite vibratiilor asimetrice ale legaturi Si-O-Si. Varfurile de la 807 cm™ pot fi atribuite
gruparilor Si-OH iar cele de la aproximativ 440 cm™ pot fi atribuite grupari Si-O.

In cazul pulberilor de tip MCM-41 respectiv MCM 48 ce contin procente variate de
curcumina (1, 2 si 5%), banda de la 807 cm™ caracteristica legaturi (CH) din nucleul aromatic si
C-CH prezenta in scheletul curcuminei pure, se suprapune peste banda Si-OH, caracteristica
silicei mezoporoase si nu poate fi decelata. Cu toate acestea, in cazul ambelor tipuri de silice
mezoporoasa (MCM-41 si MCM-48) dopate, se poate observa prezenta curcuminei, datorita
identificarii benzi caracteristice de alungire a grupari C=0, care sufera mici deplasari fata de
curcumina simpla, de la 1626 cm™ la aproximativ 1628 cm™ in cazul dopari silicei mezoporoase
de tip MCM-41 si MCM 48. Mai mult decat atat, in cazul pulberilor de tip MCM-41 si MCM-48
dopate cu curcumina, o alta banda caracteristica poate fi decelata la aproximativ 1514cm™ si
poate fi atribuita vibratiei gruparilor C=0 respectiv C=C existente in spectrul curcuminei pure.
Intensitatea acestor benzi, este cu atat mai mare cu cat procentul de curcumina este mai ridicat, si
anume in cazul pulberilor de tip MCM-48-5% curcumina respectiv MCM-41-5% curcumina.

0.50 -

A)

0.45 -

Hosorbance

Hosorbance

Figura 1. Spectrul FTIR ale curcuminei pure, A) in domeniul 3600-400cm™ si B) in domeniul 2000-400cm™*
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Figura 2. Spectrele FTIR inregistrate pe pulberile de MCM-41si MCM-48 simple si dopate
cu procente variate de curcumina, A) in domeniul 4000-400cmt, B) in domeniul 2000-400cm

Microspcopia SEM inregistrata pe pulberile MCM-41 si MCM-48 simple si dopate cu curcumina
Dupa cum se poate observa din imaginele SEM inregistrate pe pulberea de MCM-41

calcinata (Figura 3A), forma particulelor este predominant sferica uneori sferica distorsionata, iar

dimensiunea particulelor este cuprins in intervalul 220-310nm. Mai mult decat atat, se poate

observa ca particulele de MCM-41 sunt predominat monodisperse si nu exista tendinta de
aglomerare.
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Figura 3. Imagini SEM inregistrate pe A) MCM-41, B) MCM-41-1%curcumina, C) MCM-41-
2% curcumina si D) MCM-41-5% curcumina la diverse mariri — 10, 50 si 100kx




La mariri mari, de 50000 respectiv 100000x, se poate observa structura extrem de
poroasa a acestui tip de material. In cazul incapsulari unor procente variate de curcumina in porii
silicei de tip MCM-41 (Figura 3, imaginile B, C si D), se poate observa ca acesta nu afecteaza
forma si porozitatea particulelor. Dimensiunea particulelor se mentin in limite acceptabile si
variaza in intervalul, 237-469 nm. Prezenta curcuminei, nu a putut fi vizualizata prin SEM,

probabil datorita localizari acestuia in porii silicei de tip MCM-41.

Figura 4. ImginiEM iregistrt A) MC -4) -48-1% curcumina, C) MCM-48-
2% curcumina si D) MCM-48-5% curcumina la diverse mariri — 10000, 50000 si 100000x



In Figura 4, sunt prezentate imaginile SEM inregistrate pe pulberea de silice mezoporoasa
de tip MCM-48. Dupa cum se poate observa, morfologia particulelor variaza in limite largi de la
sferica, sferica alungita si cubica. Mai mult decat atat, se poate observa o slaba tendinta de
aglomerare a acestor particule. Dimensiunea particulelor variaza in domeniul 200-433 nm. La
marire mare de 100kx poate fi observata, structura poroasa. In cazul incarcarii silicei de tip
MCM-48 cu 1% curcumina (Figura 4B), forma respectiv dimensiunea particulei nu sufera
modificari semnificate raportat la pulberea de MCM-48 simpla. Nu aceelasi lucru se poate spune
in cazul incarcarii silicei de tip MCM-48 cu 2 respectiv 5% curcumina (Figura 4C si D), unde se
poate observa, o puternica tendinta de aglomerare a particulelor intre ele, sub forma de ciorchine,
probabil datorita faptului ca silicea de tip MCM-48 are dimensiunea porilor mai mare comparativ
cu silicea de tip MCM-41, si permite adsorbtia mai rapida/facila a unei cantitati mai ridicate de
curcumina in porii acestuia.

Teste de eliberare controlata a curcuminei din silicea de tip MCM-41 si MCM-48

Studiile de eliberare controlata a curcuminei au fost monitorizate atat pe pulberile pe baza
de MCM-41 dopate cu 1, 2 si 5% precum si pe pulberile de tip MCM 48 dopate cu aceleasi
procente de curcumina, si sunt prezentate in Figura 5. Testele de eliberare, au fost realizate in
solutie tampon fosfat salin, la pH=7.2, pe o perioada de 134 h. Pe toata durata determinarilor,
probele au fost mentinute intr-o baie termostata la 37°C. Dupa cum se poate observa, profilul de
eliberare a curcuminei este dependenta atat de timpul de contact cu solutia de PBS, de tipul de
silice utilizata precum si de procentul de curcumina existent in pori. Astfel cea mai buna rata de
eliberare, este observata in cazului silicei de tip MCM-48-5% curcumina, atingand la un timp de
contact de numai 76h un grad de recuperare 46%, la 105 h procentul fiind de 71% iar 134 h un
procent de 79%. In cazul silicei de tip MCM-41-5% curcumina grad de recuperare este similara
cu cel observant in cazul pulberilor de tip MCM-48-5% curcumina. Cu toate acestea, gradul de
recuperare dupa un timp de contact de 134 h este mai scazuta, de aproximativ 76%. Cu toate
acestea, in cazul ambelor tipuri de silice dopate, eliberarea curcuminei nu a atins maximul, si
poate fi continuata, inca pe o perioada lunga de timp. Mai mult decat atat, viteza de eliberare a
curcuminei scade drastic, dupa un timp de contact de 105 h, in cazul tuturor pulberilor testate.
Acest lucru poate fi atribuit faptului, ca solutia de PBS a ajuns la saturatie sau este foarte
aproape, si nu permite solubilizarea unor cantitati suplimentare de curcumina. In cazul testelor
efectuate pe pulberea de tip MCM-48-2% curcumina gradul de recuperare a curcuminei este de
72 % la un timp de contact de 134 h comparativ cu silicea de tip MCM-41-2% curcumina unde
procentul este este de numai, 65%. Acest lucru poate fi atribuit faptului ca, dimensiunea porilor
in cazul silicei de tip MCM41 este mult mai scazuta comparativ cu cele din MCM 48. Prin
urmare, se poate concluziona faptul ca profilul de eliberare ale ambelor tipuri de pulberi, este
puternic influentata de marimea porilor, si implicit rata de eliberare a curcuminei din MCM48
este mai intensa comparativ cu cel din MCM 41. Acest lucru este in concordanta, cu studiul
efectuat de AbouAitah KEA si colaboratori[44], si arata faptul ca difuzia curcuminei sau a altor
medicamente din silicea mezoporoasa, este legata de diametrul si geometria porilor, iar cinetica
de eliberare este cu atat mai mica cu cat dimensiunea porilor este mai scazuta.
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Figura 5. Rata de eliberare a curcuminei din silicea mezoporoasa de tip MCM 41 si MCM 48
dopata cu 1, 2 si 5% curcumina

Difractia de raze X inregistrata pe pulberile de silice simple si incarcate cu curcumina

Difractia de raze X a fost utilizata pentru evidentierea gradului de cristalinitate a
curcuminei pure, silicei mezoporoase de tip MCM 41 si MCM 48 calcinate inainte si dupa
incapsularea unor cantitati variate de curcumina, folosind un unghi fix intre 0-50°. In cazul
curcuminei pure (Figura 6, imaginea (A)), poate fi vizualizat un varf de difractie intens a
curcuminei cristaline la ~17.28° precum si aparatia a numeroaselor alte picuri la intensitati mai
scazute (7.96, 8.8, 12.28, 14.57° etc). In cazul incapsulari curcuminei in pulberea de tip
MCMA41, se observa cresterea in intensitate a picului caracteristic zonei cristaline din silice si
deplasarea acestuia la unghiuri mai mici, ceea ce reflecta, ca in porii silicei mezoporoase
curcumina a fost adsorbita, chiar daca nu a putut fi decelata picurile caracteristice acesteia. In
cazul incapsulari, curcuminei in procent de 1 respectiv 5% in porii silicei de tip MCM-48,
prezenta picurilor caracteristice zonelor cristaline din curcumina, nu au putut fi identificate.
Acest lucru poate fi atribuita faptului ca, curcumina a fost complet transformata intr-o stare ne-
cristalina, fiind in concordanta cu studiile realizate anterior de alti cercetatori [25, 45]. S-a
demonstrat de asemenea ca forma ne-cristalina a curcuminei s-au a medicamentelor in general
incapsulat in pulberea de silice mezoporoasa poate sa prezinte o solubilitate mai buna,
comparative cu forma cristalina.
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Figura 6. Difractia de raze X inregistrate pe pulberile de: imaginea (A) Curcumina simpla,
(B) Pulberile de tip MCM-41 simple si dopate cu 1 si 5% curcumina, (C) Pulberile de tip

MCM-48 simple si dopate cu 1 si 5% curcumina

Teste privind activitatea antibacteriana a pulberilor dopate cu curcumina

Curcumina simpla, pulberile de tip MCM 41 si MCM 48 simple si dopate cu procente
variate de curcumina au fost utilizate pentru determinarea concentratiei minime inhibitorie,
asupra tulpinilor de S.aureus, P. aeruginosa si C. albicans si sunt prezentate in Figura 7.
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Figura 7. Concentratia minima inhibitorie a pulberilor obtinute asupra S.aureus, P. aeruginosa si
C. albicans

Tulpinile utilizate pentru acest studiu: S.aureus, P. aeruginosa si C. albicans au fost
obtinute din colectia de tulpini a laboratorului de Microbiologie, Facultatea de Biologie,
Universitatea din Bucuresti.

Dupa cum se poate observa din graficul de mai sus, gradul de inhibare a activitati
antibacteriene este puternic dependenta de tipul/concentratia de pulbere si de tulpina bacteriana
utilizata. Astfel, pulberea de curcumina simpla are un efect inhibitor semnificativ asupra
S.aureus la o concentratie de numai 1 mg/ml si la o concentratie si mai scazuta de 0.5 mg/ml
asupra C. albicans, dar nu prezinta activitate de inhibare asupra P.aeruginosa nici la concentratie
de 2 mg/ml. Pulberile mezoporoase de tip MCM 41 si MCM 48 simple, nu prezinta activitate de
inhibare asupra nici unei tulpini, nici la concentratii mari de 2 mg/ml. Se poate observa ca pe
masura ce concentratia de curcumina din probele de silice mezoporoasa de tip MCM 41 si MCM
48 creste la 5% activitatea celor 3 tipuri de tulpi se Tmbunatateste semnificativ chiar la adaosul
unor concentratii scazute de pulberi de numai 0.5 mg/ml. In cazul pulberilor de silice dopate cu
de 2%, curcumina concentratia minima inhibitorie necesara pentru tulpina P. aeruginosa este
mai mare in cazul pulberilor de tip MCM-41/2% Curcumina comparativ cu pulberea de MCM-
48-2% curcumina. Pulberile de silice (MCM-41 si MCM-48) dopate cu 1% curcumina prezinta
activitate inhibitorie similara, asupra celor 3 tipuri de tulpini la aceleasi concentratii. Astfel se
poate concluziona, ca adaosul unei cantitati mai ridicate de curcumina, imbunatateste activitatea
antibacteriana.

3.6. Caracterizarea sistemelor complexe pe baza de colagen/curcumina si colagen/silice
mezoporoasa/curcumina



Spectre FTIR inregistrate pe sistemele complexe

Spectrele FTIR prezentate in Figura 8 imaginile A si B, au fost inregistrate atat pe proba martor -
colagen, amestecul colagen / 5% curcumina si curcumina simpla.
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Figura 8. Spectrul FTIR inregistrat pe curcumina simpla, colagen/5% curcumina si
colagen reticulat cu GA, imaginea A) in domeniul 3600-400cm™ si imaginea B) in domeniul
2000-400cm*

Dupa cum se poate observa, in cazul spectrului colagen reticulat cu glutaraldehida (GA)
pot fi evidentiate la 3304cm™ benzile de alungire caracteristice gruparilor -NH, precum si
prezenta amidei de tip, 1, 1l si I11, la urmatoarele lungimi de unda: 1629, 1544 si 1236 cm™. In
cazul spectrului colagen/ 5% curcumina, pe langa benzile caracteristice colagenului pot fi puse in
evidenta si benzile caracteristice curcuminei. Astfel banda de la 2923cm™ poate fi atribuita
vibratiei de alungire asimetrica a grupari metilen (CH,) iar banda de la 2853cm™ este atribuita
vibratiei de alungire simetrice a grupari metilen (CH,). Banda de la 1626cm™ caracteristica



legaturi C=0 de alungire, prezenta in curcumina pura nu a putut fi evidentiata in cazul
compozitului collagen/5%curcumina deoarece se suprapune peste banda amidei de tip | din
colagen. Banda caracteristica legaturi (CH) din nucleul aromatic si legatura C-CH existenta in
scheletul curcuminei, a putut fi identificata la aproximativ 808 cm™.
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Figura 9. Spectrul FTIR inregistrat pe sistemele complexe colagen/silice
mezoporoasa/curcumina

In cazul sistemelor complexe pe baza de colagen / silice mezoporoasa de tip MCM-41 si
MCM-48 dopate cu 1, 2 respectiv 5% curcumina, spectrele FTIR prezentate in Figura 9 pun in
evidenta atat benzile caracteristice din colagen (gruparea N-H la 3302 cm™ si benzile
caracteristice celor 3 tipuri de amide, la 1636, 1544 si 1236 cm™) precum si benzile caracteristice
silicei (legatura Si-O-Si la 1061 cm™, la 805 cm™ legatura Si-OH iar la 444 cm™ legatura Si-O).
Prezenta curcuminei, poate fi identificata doar prin benzile caracteristice grupari metilenice
(CH>) asimetrice (2926 cm™) si simetrice (2849 cm™), acestea fiind cele mai intense si pot fi cu
usurinta decelate, in cazul compozitului colagen/MCM-41-5% curcumina. Acest lucru poate fi
atribuit faptului ca, dimensiunea porilor silicei mezoporoase de tip MCM-41 este mai redusa
decat cel al MCM-48, si permite o adsorbtie mai scazuta de curcumina.
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0. Imagini SEM reprntatie pt. A) Colagen reticulat c GA, B) CoIagen/Surcumina, J
C) Colagen/MCM-41-5%Curcumina si D) Colagen/MCM-48-5%Curcumina

Morfologia sistemelor complexe a fost studiata prin SEM (Figura 10). Structura porilor
cu pereti interconectati, a putut fi vizualizat la mariri scazute (100-500x) atat in cazul
colagenului reticulat cu GA (imaginea A), a compozitelor colagen/5%curcumina (imaginea B)
cat si in cazul sistemelor complexe (Colagen/MCM41-5%curcumina si Colagen/MCM48-5%
curcumina) prezentate in imaginile C si D. In cazul colagenului reticulat cu GA, dimensiunea
porilor variaza intre 3.4 - 9.7um. Aceasta structura a porilor cu pereti interconectati este
specifica materialelor obtinute prin liofilizare, si este conforma cu observatiile prezentate de
Joong-Hyun Kim si colaboratorii [46]. In cazul compozitului colagen/5% Curcumina (Figura 10,
imaginea B), prezenta curcuminei poate fi vizualizata la mariri mari, de 20kx. Forma particulelor
de curcumina vizualizata prin SEM este sferica iar dimensiunea lor variaza intre 272-297 de
nanometri. In cazul sistemului complex Colagen/MCM41-5%curcumina (imaginea C), se poate
vizualiza distributia relativ uniforma a silicei de tip MCM-41 dopata cu 5% curcumina in masa
de colagen. Mai mult la inalta rezolutie (20kx) se poate observa forma sferica a silicei iar
dimensiunea masurata prin SEM se incadreaza intre 154-311nm. Aceleasi observatii sunt
valabile si in cazul sistemului complex Colagen/MCM48-5%curcumina, cu mentiunea ca
dimensiunea particulelor variaza in limite mai largi 150-441nm si exista o usoara tendinta de
aglomerare a acestor particule in masa de colagen.

Teste de eliberare a curcuminei din sistemele complexe
Sistemele complexe au fost studiate din punct de vedere al capacitati de eliberare a

curcuminei, in lipsa si in prezenta unui sistem de livrare reprezentat de silicea mezoporoasa de
tip MCM-41 si MCM-48.
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Figura 11. Rata de eliberare a curcuminei din sistemele complexe

Dupa cum se poate observa din Figura 11, cea mai rapida cinetica de eliberare a
curcuminei o prezinta compozitul pe baza de Colagen/MCM 41-1% curcumina ajungand in
decursul unei singure ore la un procent de 70% iar dupa un timp de contact de 76% la o rata de
eliberare de 100%. Acest lucru poate fi atribuit faptului ca, timpul de contact al pulberi de MCM-
41-1% curcumina cu gelul de colagen a fost mai indelungat, pana la liofilizare comparativ cu
celelalte pulberi. Urmatorul sistem, ce prezinta o cinetica foarte rapida, este reprezentat de cel pe
baza de Colagen/5% curcumina, care in prima 1h elibereaza un procent de 53% iar in decursul a
105 h toata cantitatea de curcumina. Acesta cinetica rapida de eliberare era de altfel de asteptat,
deoarece colagenul este considerat un sistem de livrare a medicamentelor foarte slab, iar
eliberarea este realizata prin difuzie. In cazul sistemelor pe baza de Colagen/MCM41-2%
Curcumina si Colagen/MCM41-5% curcumina rata de eliberare este similara, crescand
proportional cu timpul de contact astfel: la 1 h rata de eliberare a curcuminei este de 33 respectiv
36%, la 2 h este de 45 si 47%, la 22 h este 56 si 58%, la 76 h este de 76 si 78% iar dupa un timp
de contact de 134 h rata este de 92 respectiv 91%. In cazul compozitelor ce contin
Colagen/MCM-48 cu procente de 1, 2 si 5% rata de eliberare este mai scazuta comparativ cu
compozitele Colagen/MCM-41-xCurcumina, si variaza dupa un timp de contact de 134 h la 77,
75 si 88%. Rezultatele obtinute confirma faptul ca, prin utilizarea unui sistem de livrare adecvat
se poate obtine o cinetica de eliberare mai scazuta comparativ cu sistemul ce utilizeaza colagen.

Teste privind activitatea antibacteriana a sistemelor complexe

Testele privind viabilitatea tulpinilor actibacteriene S. aureus, P. aeruginosa si C.
albicans la contactul cu diverse sisteme complexe obtinute in cadrul proiectului si anume,
Colagen/0.5%GA, Colagen/5%Curcumina si Colagen/MCM41 sau MCM48/xCurcumina, sunt
prezentate in Figura 12.
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Figura 12. Influenta tipului de sistem complex asupra viabilitatii tulpinilor de S. aureus, P.
aeruginosa si C. albicans

Dupa cum se poate observa, cea mai buna capacitate antibacteriana asupra viabilitatii S.
aureus, P. aeruginosa si C. albicans o prezinta compozitul Col/5%Curcumina si compozitul
Col/MCM 48-5%curcumina. Rezultate foarte bune privind capacitatea de distrugere a bacteriilor
au fost obtinute si in cazul sistemului Col/MCM41/2% curcumina si Col/MCM48/2%
curcumina. In cazul sistemelor complexe ce contin cantitati de numai 1% curcumina viabilitatea
tulpinilor de S. aureus, P. aeruginosa este mult mai ridicata. Dupa cum se poate observa,
colagenul nu prezinta activitate antibacterina asupra S. aureus dar afecteaza viabilitatea P.
aeruginosa si C. albicans. In cazul compozitului Col/MCM41-5% Curcumina rata de
supravietuire a P. aeruginosa este mai ridicata ca in cazul compozitului ce utilizeaza 1 respectiv
2% Curcumina. Acest lucru poate fi atribuit faptului ca, colagenul, blocheaza partial porii
impiedicand in acest fel eliberarea unei cantitati optime de curcumina.

Concluzii

In cadrul proiectului au fost obtinute o serie de pulberi de tip silice mezoporoasa si
materiale compozite pe baza de gel de colagen/MCM-41 sau MCM-48 dopate cu procente
variate de curcumina, in vederea obtineri unor pansamente pentru tratarea ranilor cornice aparute
la nivelul pieli. In acest sens, pentru obtinerea unui sistem sustinut de eliberare a curcuminei, la o
rata predeterminata din gelul de colagen, curcumina cu o serie de caracteristici benefice pentru
tratarea ranilor, antioxidante, antibacteriene, etc a fost incapsulata in doua tipuri de silice
mezoporoasa (MCM-41 si MCM-48). Aceste tipuri de pulberi incarcate cu curcumina au fost
caracterizate utilizand mai multe tehnici iar rezultatele au confirmat faptul ca, curcumina a fost
incapsulata in porii materialelor mezoporoase (si in special prin FTIR). Difractia de raze X, nu a
putut confirma prezenta curcuminei in porii silicei de tip MCM-41 sau MCM-48, datorita
transformari lui din faza cristalina in faza amorfa. Imaginile de microscopie electronica de
baleaj, confirma faptul ca adsorbtia unor procente variate de curcumina in porii silicei de tip
MCM-41 nu afecteaza forma si dimensiunea acestuia. In czul incapsulari curcuminei in porii



silicei de tip MCM-48, se observa o tendendinta accentuata de aglomerare a pulberilor. Testele
de eliberare in vitro, realizate in solutie buffer de fosfat, arata ca pulberile de tip MCM 48 dopate
cu 5% curcumina prezinta o rata de eliberare superioara comparative cu cele obtinute in cazul
silicei cu pori hexagonali (MCM-41), datorita dimensiuni porilor mai ridicate. Testele
antibacteriene efectuate pe pulberi, demonstreaza ca pe masura ce concentratia de curcumina
creste, concentratia minima inhibitorie asupra tulpinilor de S. aureus, P. aeruginosa si C.
albicans, este mai scazuta. In cazul compozitelor gel de colagen/MCM-41 sau MCM-48 ce
contin procente de 1, 2 si 5% curcumina comparativ cu sistemul Colagen/5%Curcumina, rata de
eliberare in vitro este mai scazuta, ceea ce demonstreaza ca silicea este un sistem optim de
livrare a medicamentelor greu solubile si permite eliberarea curcuminei pe o perioada mai lunga
de timp. Mai mult testele privind viabilitatea tulpinilor de S. aureus, P. aeruginosa si C. albicans
arata ca compozitele pe baza de Colagen/5% curcumina si Colagen/MCM-48-5% Curcumina,
prezinta cea mai buna activitate antibacteriana. Cu toate acestea, o activitate foarte buna
antibacteriana este observata si in cazul compozitelor ce contin 2% curcumina. Pe baza
rezultatelor obtinute, se poate afirma, ca aceste materiale compozite obtinute, sunt promitatoare
pentru tratarea diverselor tipuri de rani, deoarece colagenul este un polimer biocompatibil,
puternic regenerator iar prezenta curcuminei ar putea limita dezvoltarea infectiilor.
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