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1. Memoriu justificativ

Bolile musculo-scheletice (de exemplu, osteoporozd, osteoartrita, cancer 030s) conduc la
peste 25.000 de decese anual in Uniunea Europeand [1]. Mai mult, un raport realizat in sase dintre
cele mai mari tiri europene sugereaza o crestere alarmantd a numérului total de fracturi osoase de
la 2,7 milioane in 2017 la 3,3 milioane in 2030 [2]. Prin urmare, terapiile capabile sd regenereze

. w

si sii refacdl tesutul osos ar trebui s fie plasate n topul prioritiitilor cercetirii europene.
Strategiile actuale de inginerie a tesutului osos se concentreaza pe materiale bioactive ceramice,
polimerice sau hibride, fabricate sub diferite forme, de la pulberi la suporturi tridimensionale
poroase (3D) [3], [4].

Prin abordarea sa multidisciplinard, proiectul “Biomateriale pentru regenerare 0soasa”
isi propune dezvoltarea si bioevaluarea de noi materiale cu aplicatii biomedicale care s& faciliteze
dobandirea de cunostinte avansate in domenii stiintifice prioritare precum sandtatea si tehnologiile
emergente. Proiectul abordeaza limitarile actuale fn terapia de regenerare osoasd prin dezvoltarea
si caracterizarea complexd a unor sisteme pentru tratamentul cancerului osos pe baza de
hidroxiapatitd biomimetici cu proprietifi functionale tmbunatitite. Astfel, se propune
imbuntatirea pulberilor de hidroxiapatitd prin functionalizare cu un agent antitumoral natural in
diverse proportii (curcumina). Cancerul osos reprezintd unul dintre cele mai rare tipuri de cancer
(1% din numdrul total de cancere), dezvoltindu-se la nivelul oaselor lungi ale bratelor sau
picioarelor. Acesta presupune existenta unei tumori fn interiorul osului, care ulterior distrug tesutul
inconjurdtor. Cancerul osos poate fi: 1) cancer 0sos primar, unde celulele maligne se dezvoltd in
interiorul osului si ii) cancer osos secundar, care apare ca urmare a metastazelor altor organe,
precum sini, plimani sau prostata.

Scopul acestui studiu constd in sinteza §i caracterizarea unor materiale pe bazd de
hidroxiapatitd incircatd cu curcumind pentru tratamentul cancerului osos. Sinteza hidroxiapatitei
este efectuatd pornind de la Ca(OH)2 §i (NH4)2HPOu, in conditii controlate, pentru a obtine
nanoparticule fine monodisperse si pentru a evita aglomerarea ulterioard necontrolatd a acestora.
Precipitatul obtinut este uscat, calcinat, apoi suspendat in solutie de curcumind — diclormetan (In
care curcumina adiugati reprezinti 5%, 10% masic din cantitatea de hidroxiapatitd) si omogenizat
pand la evaporarea solventului. Sistemele obtinute sunt caracterizate din punct de vedere
morfologic si structural, precum si din punct de vedere al comportamentului in vitro caracterului

antitumoral.
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2. Introducere

2.1.  Tesutul osos - corelatia dintre anatomie si fiziologie

Osul este un tesut conectiv mineralizat, ce prezintd 4 tipuri de celule: osteoblaste, celule
ale mucoasei osoase, osteocite si osteoclaste. Osul exercitd functii importante in corp, precum
locomotia, suport mecanic, protectie pentru tesuturile moi, stocarea de calciu gi fosfat si
addpostirea maduvei osoase. Pe langa aceste functii, cele 206 de oase din corp ajutd la producerea
celulelor din singe, depoziteazd minerale importante si elibereazd hormonii necesari functiilor
corporale. Spre deosebire de alte organe vii, oasele sunt ferme si puternice, dar au propriile vase
de sange, vase limfatice si nervi. In ciuda aspectului inert, osul este un organ dinamic care este
resorbit in continuu de citre osteoclaste si procesul de osteogeneza are loc datoritd osteoblastelor.

Osteocitele se comportd ca senzori mecanici si orchestratori in procesul de remodelare
osoasi. Aceste celule sunt derivate din liniile celulare stem, precum celulele hematopoietice
mononucleare sau celule stem mezenchimale, cu ajutorul aparitiei unor factori externi (Eroare!
Fird sursi de referintd.). Structura heterogend si anizotropd a osului este compusd din
aranjamente neregulate optimizate §i orientiri macrostructurale, asemenea structurii osului cortical

si spongios.
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Urmeazi microstructura (Figura 2) formati din osteoni care prezintd la randul lor canale
vasculare numite canale Harversiene si o limitd exterioard cu un grad mare de mineralizare numita
ciment. In osteoni, fiecare canal vascular este inconjurat concentric de lamele cu o grosime de 2-
9 mm. Lamelele sunt la randul lor formate din fibre de colagen, avand diferite orientdri. Fibrilele

sunt inconjurate de minerale policristaline extrafibrilare, la fel ca matricea intrafibrilard, care poate
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s mai contind si componente moleculare, cum ar fi proteine necolagenice. Fibrilele contin colagen
de tip I si nanocristale de hidroxiapatitd (50 nm latime, 25 am Inél{ime si 1,5-4 nm grosime).
Aceste componente sunt create arhitectural s indeplineascd functiile necesare ale fiecdrei parti din
os. Proprietitile mecanice ale osului depind de fazele componente si organizarea structurald
ierarhicd a acestora [5] [6].

Osul este compus in principal din hidroxiapatitd [Caio(PO4)s(OH)2] substituitd cu ioni de
carbonat si magneziu (~69% masic) si componenta organicd. Colagenul de tipul I reprezintd ~90%
masic din componenta organicd a osului, iar restul de ~10% masic sunt proteine (osteonectina,
fibronectina, osteopotina etc.). Fibrele de colagen sunt elastice si rezistente la rupere, in contrast
cu faza minerald, care determind duritatea tesutului osos. Combinarea dintre rezistenfa mare la
impact gi rigiditatea crescutd a componentei minetrale genereaza proprieti{i mecanice excelente ale
osului [7].

2.2.  Afectiuni ale sistemului 0sos

Una dintre cele mai comune boli specifice sistemului osos este osteoporoza, care afecteaza
milicane de oameni. Persoanele cu osteoporozi prezintd un risc mai mare de fracturi, care sunt
adesea debilitante fizic si care pot conduce la degenerarea conditiei fizice gi sanatatii psihice. Cea
mai comuni formd de osteoporoza este cunoscutd drept “osteoporoza primara”. Aceasta este
rezultatul impactului cumulativ al pierderii osoase si deteriordrii structurii osoase pe masurd ce
oamenii imbétrinesc [6]. Osteopenia §i osteomalacia sunt conditii patologice asemanatoare cu
osteoporoza, dar prezintd un grad mai bland de degradare osoasa. Osteomalacia apare datoritd
deficitului de vitamina D, care este foarte importantd pentru absorbtia calciului i trecerea in
circulatia sangvini. Acestea pot fi depistate cu ajutorul densimetriei sau a testelor de sange.

Osteoartrita este una din cele mai comune boli degenerative ale articulatiilor, afectdnd
astfel mai mult de 25% din populatia cu vérsta de peste 18 ani. Schimbdrile patologice observate
in timpul acestei boli includ pierderea progresiva si distrugerea cartilajului articular, Ingrosarea
osului subcondral, formarea de osteofite, grade variabile de inflamatie a sinoviului, degenerarea
ligamentelor si meniscului genunchiului si hipertrofia capsulei articulare. Etiologia osteoartritei
cuprinde mai multi factori si include leziuni articulare, obezitate, tmbitrinire si cauze ereditare.
Datoritd mecanismelor moleculare implicate in dezvoltarea osteoartritei, progresia bolii ramane
greu de inteles. fn prezent, ca tratament se utilizeazd medicamente nonsteroidiene anti-

inflamatoare, inhibitori COX-2, corticoizi §i introducerea fluidelor artificiale articulare. De
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asemenea s-au incercat si metode chirurgicale de inlocuire a osului, dar nu s-a reusit restaurarea
tesutului deja degradat [8].

Boala Paget (BP) este a doua cea mai comund afectiune a osului, dupd osteoporoza, in
general aparind la persoane cu vérstd mai mare de 50 de ani. Aceastd boala afecteazd zone
localizate ale scheletului osos, mai ales pelvisul, coloana vertebrald, femurul sau tibia, fiind cel
mai des diagnosticatd cu ajutorul radiografiilor utilizind radiatiile X. BP este o afectiune
metabolicd comund, caracterizatd de cresterea nivelului de remodelare osoasd, dar intr-un mod
dezorganizat. De asemenea numdrul, dimensiunea si nucleii osteoclastelor se gasesc fntr-un numar
mai mare. Dovezile adunate sugereazi ci numirul ridicat de procese de remodelare osoasd in boala
Paget este cauzatd de anomaliile cdilor moleculare care regleazd activitatea osteoclastelor. Unii
pacienti sunt asimptomatici, dar altii pot prezenta dureri osoase sau alte complicatii, precum
fracturi si deformatii ale oaselor [9].

Cancerul este o boald complexi care evolueazd Intr-un mediu tumoral eterogen si
adaptabil. Sarcoamele si metastazele osoase impértasesc acelagi mediu, unde celulele tumorale se
pot atasa si prolifera. Osteosarcomul (OS), condrosarcomul (CS) si sarcomul Ewing (ES) sunt cele
mai frecvente tumori maligne primare, reprezentand 70% din cazurile de cancer osos [10]. In ciuda
faptului cd chimioterapia a Imbunitdtit mult durata de viatd a pacientilor, sarcoamele sunt inca
considerate mortale si intr-un procent ridicat de cazuri, boli incurabile. fn mod similar, metastazele
se formeazi atunci cand celulele carcinomului s-au atasat de suprafata scheletului si in acest stadiu
boala este de obicei considerati incurabild. Ele pot induce evenimente legate de schelet, cum ar fi
compresia miduvei spindrii [11], fracturi patologice [12], sau hipercalcemie [13] si In cele din
urmi duc la dureri osoase chinuitoare.

Modalititile actuale de tratament sunt paliative si adesea asociate cu reactii adverse
inconfortabile. In prezent, cele mai utilizate metode de tratament pentru cancerul osos sunt
chimioterapia, radioterapia si interventia chirurgicald. In majoritatea cazurilor, pacientii ar trebui
s1 aibd 0 combinatie a acestor trei metode de tratament i observarea ulterioard a efectelor [14][15].
Pentru prima metoda de tratament se folosesc diferiti agenti chemo-terapeutici (citostatice), cum
ar fi cisplatina [16], paclitaxel [17], doxorubicina [18], bisfosfonati [19]. In cazul hipercalcemiei
indusi de tumori, bisfosfonatii sunt considerati tratamentul standard deoarece previn dezvoltarea
metastazelor osoase. Modul de actiune al acestor bisfosfonati este reprezentat de legarea de

cristalele de hidroxiapatitd din matricea osoasd, acumulandu-se local In concentratii foarte mari in
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cavitatea de resorbtie a osteoclastelor, de unde sunt incorporati de celule, determinandu-le astfel
apoptoza [20].

Cand vine vorba de tesuturile afectate de cancer, tesutul osos este unic prin activitatea sa,
in sensul c& prezintdl o caracteristicd importantd - remodelarea constantd. Acest lucru se intampld
din cauza resorbtici secventiale a osteoclastelor §i formarii osteoblastelor. Fenomenul de
remodelare este dependent de factorii de crestere si de hormonii sistemici circulanti i, in acelasi
timp, este foarte coordonat in conditii normale pentru a sustine un echilibru intre resorbtia osoasd
si formarea de os nou [21], [22]. Astfel, este necesar sd intelegem cum o astfel de boald modifica
structura matricei osoase care duce la un risc mai mare de fracturd si modul in care tratamentele

terapeutice corespunzitoare pot afecta proprietitile mecanice ale osului.

2.3.  Compusi antitumorali naturali

in prezent, se recomandi utilizarea materialelor naturale pentru aplicatii in domeniul
biomedical, in tratamentul anumitor boli, in special cancerul [23][24][25]. De-a lungul timpului au
* fost studiate mai multe substante care au un efect similar cu activitatea bifosfonatilor, printre care
unele studii recente au demonstrat ci efectele antiresorbtive ale curcuminei asupra remodelarii
osoase functioneazi in acelasi mod [26]. Un studiu realizat de French et al., constind In evaluarea
activititii pe termen lung a curcuminei administrata ca tratament la sobolanii adulti care au suferit
ovariectomie (pentru inducerea de osteoporozi postmenopauzi), a concluzionat ci curcumina a
efectuat modificiri favorabile tn miscarea oaselor si o imbunatatire a rezistentei osoase fn modelul
in-vivo ales [27]. \

Curcumina este un polifenol hidrofob si un ingredient esential extras din rizomul plantei
Curcuma Longa. Ridicina acestei plante are coloratie galbend, motiv pentru care a fost utilizatd
ca agent colorant in produse alimentare si medicamente in tarile asiatice [28]. Curcumina (1,7-
bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5 dioné) are o varictate largd de aplicatii ca agent
terapeutic (potential antiinflamator, anti-cancerigen si neuroprotector), bucurandu-se de un real
interes datoritd structurii conjugate unice care i permite sa actioneze ca un antioxidant [29].

Studii clinice si preclinice au ardtat efectele benefice ale curcuminei asupra cétorva tipuri
de cancer precum cancer de sin, de vezicd urinard, de colon, de git, de col uterin, pulmonar,
ovarian, de pancreas si cancer de prostata [30][31][32][33][34][35]. Are rolul de a creste
sensibilitatea celulelor tumorale fati de medicament si de a proteja celulele sdnatoase, fard a

produce reactii adverse. Mai mult, curcumina inhib4 radicalii liberi din grasimi i ajutd la formarea
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enzimelor Tn ficat. De asemenea, reduce angiogeneza 31 previne dezvoltarea celulelor canceroase
din organism. Din punct de vedere farmacologic, curcumina este o substantd sigurd pentru
organism. Multiple studii clinice, au demonstrat lipsa de toxicitate a acesteia, chiar si la
administrarea a 10g/zi [36].

Pornind de la datele incurajatoare din literaturd, acest studiu investigheazd activitatea
curcuminei intr-o matrice de hidroxiapatitd (deja bine studiatd ca material de regenerare a tesutului

0sos) pentru dezvoltarea unui posibil sistem de tratare a cancerului 0sos.
3. Materiale si metode

3.1.  Materiale

Materiile prime utilizate in acest studiu au fost fosfat de amoniu dibazic (Na2HPOs, puritate
> 99.0%), hidroxid de calciu (Ca(OH),, puritate 99.995%), solutie de hidroxid de amoniu 28%
(NH4OH, puritate > 99.99%)), diclormetan (CH2Cl, puritate > 99.9%) si curcumind cu un continut
>94% de curcuminoid. Acestea au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germania)
si utilizate fard purificare ulterioard. Pentru evaluarea biologicd a fost utilizatd linia celulard MG-
63 (ECACC 86051601), mentinutd in Dulbecco's Modified Eagle Medium F-12 (DMEM: F12)
suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS), la 37°C, 5% COa, in atmosferd umeda.

3.2.  Metoda de sinteza pentru hidroxiapatita

Hidroxiapatita a fost sintetizatd prin metoda co-ptecipitarii, pornind de la hidroxid de calciu
si fosfat dibazic de sodiu, mentindnd raportul specific Ca/P de 1,67. In prima etapd, cantitifi
adecvate de precursori de Ca?" si PO4* au fost dispersate individual in apa ultrapurd sub agitare
magneticd continui timp de 1 ord la 500 rpm. Ulterior, solutia de fosfat a fost addugatd prin
picurare peste suspensia de hidroxid pentru a obtine precipitatul dorit. Valoarea pH-ului a fost
mentinutd la 10,5 cu ajutorul unei solutii amoniacale 28%, sub agitare magneticé la 500 rpm timp
de 1ncd 2 ore. Dupi 24 de ore de maturare (pentru a se definitiva toate procesele chimice),
precipitatul obtfinut a fost filtrat si spélat cu apd ultrapurd pand la pH neutru. In final, probele au
fost supuse unui tratament termic de uscare la 80°C timp de 12 ore, apoi de calcinare la 600°C/3h.

3.3. Metoda de sinteza pentru sistemele hidroxiapatitd - curcumind

Cate 0,1 g de pulbere de hidroxiapatitd sintetizatd anterior au fost dispersate in céte 5 ml
solutie de diclormetan - curcumind (in care s-a addugat curcumind astfel incdt sd reprezinte 5% si

10% masic din masa de hidroxiapatitd, adicd 5 mg, respectiv 10 mg) si s-a omogenizat viguros cu
p P 2)$ g £u
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foean XSS

un mojar si un pistil pand la evaporarea solventului. Dupd evaporare, s-a presupus cd Intreaga

cantitate de curcumini este mentinutd in pulberile finale. Ca referintd, a fost analizatd in continuare
hidroxiapatita neincircatd (HAp), impreund cu cele 2 probe de hidroxiapatitd incdrcate cu
curcumind obtinute (HAp+5%curcumind si HAp+10%curcumina).

3.4. Metode de caracterizare morfologica si structurald

Pentru caracterizarea ulterioard a probelor din punct de vedere fizico-chimic, acestea au
fost uscate in vid la temperatura camerei timp de 12 ore, apoi supuse analizelor de difractie de raze
X (XRD), spectroscopie 1n infrarogu cu transformatd Fourier (FT-IR), Impristierea dinamica a
luminii (DLS), spectrometrie UV-Vis si microscopie electronicd de baleiaj (SEM). Deoarece se
doreste utilizarea sistemelor hidroxiapatitd - curcumind in domeniul medical, Tn contact direct cu
organismul, au fost evaluate suplimentar biocompatibilitatea si activitatea antitumorald.

Difractiile de raze X au fost efectuate utilizdnd difractometrul PANalytical Empyrean
(Malvern PANalytical, Bruno, Olanda) in geometrie Bragg-Brentano, echipat cu tub de raze X cu
anod de Cu (ACuKa=1.541874 A) cu focalizare in linie, fantd divergentd programabild pe partea
incidenti si fantd anti-impristiere programabild montatd pe detector PIXcel3D pe partea difractata.
Difractogramele au fost achizitionate pe domeniul de unghiuri 26 10-80°, cu pas de achizitie de
0.02° si timp de achizitie pe pas de 100s.

Achizitia de micrografii s-a realizat cu ajutorul unui microscop electronic de baleiaj de
inaltd rezolutie Quanta Inspect F50 (Thermo Fisher - fost FEI, Eindhoven, Olanda), echipat cu
spectrometru de raze X cu energie dispersivd (EDS).

Investigarea prin metoda FT-IR a pulberilor sintetizate a presupus analizarea unor cantitati
reduse de probd cu ajutorul spectrometrului Nicolet iIS50R. Masurdtorile au fost realizate la
temperatura camerei, cu modulul de atenuare totald a reflexiei (ATR), fiind efectuate 32 de scanéri
tntre 4000 cm™ §i 400 cm!, la o rezolutie de 4 cm™.

Misuritorile DLS s-au realizat utilizdnd un aparat de tipul DelsaMax Pro (Beckman
Coulter, Indiana, SUA) dotat cu un laser cu =532 nm. Pulberea a fost dispersata in apd ultrapura,
la temperatura camerei. Pentru realizarea unei dispersii cat mai bune, toate probele au fost supuse
ultrasondrii timp de 10 minute, utilizadndu-se o baie de ultrasonare.

Cinetica de eliberare in-vitro a substantei biologic activa s-a studiat prin imersarea a cate
20 mg pulbere de HAp, HAp+5%curcumina si HAp+10%curcuming in cdte 10 mL solutie standard

SBF (Simulated Body Fluid - Fluid fiziologic simulat) si mentinerea amestecurilor la 37°C. Dupd
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diferite intervale de timp cuprinse intre 5 minute si 36 ore, fiecare suspensie a fost filtratd iar
filtratul a fost evaluat cu Spectroscopul UV-Vis Evolution 300 (Thermo Scientific). Masuritorile
au fost efectuate la temperatura cametei si lungime de unda fixd 4=424 nm, care este lungimea de
undi maximi la care absoarbe curcumina. Pe baza absorbtiei standard fatd de curba concentratiei,
a fost determinati concentratia de curcumina si, prin urmare, cantitatea de curcumind eliberati la
fiecare moment de timp. Procentul de eliberare la fiecare moment de timp a fost calculat pe baza
cantitétii de curcumind incércatd per mg de material dupd studiile de incdrcare.
3.5.  Metode de evaluare biologica

3.5.1. Analiza citotoxicitatii
Toxicitatea sistemelor HAp-curcumind fatd de celulele MG63 a fost determinatd cu
ajutorul kit-ului de analizd CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS)
(Promega). 10* celule au fost puse in contact cu diferite concentratii de curcumind (20 - 0,625
ng/mL) sau HAp-curcumina (400-12,5 pg/mL). Caracterul citotoxic am fost evaluat dupd 24, 48
si 72 ore de la adiugarea kit-ului de reactiec (MTS), cu ajutorul unui fotometru TriStar, la =490
nm. Jumitatea concentratiei inhibitorii maxime (ICso) a fost calculatd ca fiind concentrafia de

substantd biologic activd necesard pentru a inhiba 50 % din totalul celulelor MG63.

3.5.2. Analiza ciclului celular

Celulele MG63 au fost insdméntate la o densitate de 1 x 10° celule cm™ in mediu de culturd
DMEM:F12, cu un continut de 10 % ser fetal bovin contindnd si 100 pg/ml. HAp +
10%curcumind, 100 pg/mL HAp + 5%curcuming, 5 pg/mL curcuming, sau 10 pg/mL curcuming,
corespunzitoare cantititilor teoretice maxime in care curcumina ar fi putut fi retinuta pe substratul
de HAp. Continutul de ADN si distributia ciclului celular au fost determinate utilizand citometrul
XML Beckman Coulter. Astfel, dupa 48 ore de tratament, celulele MG63 au fost recoltate, fixate
in etanol 70 % peste noapte, la -20°C, spélate de doud ori cu PBS, apoi incubate cu 100 pg/mL
iodurd de propidiu (PI) pentru 30 min, §i pastrate la temperatura camerei si Intuneric pand la

momentul analizei.
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4. Rezultate si discutii

Difractogramele de raze X pentru pulberea de hidroxiapatitd calcinatd, neincircatd cu
substanta activd (figura 3) si pulberile de hidroxiapatitd Incarcate cu curcumind (figura 4)
evidentiaza maximele de difractie corespunzétoare indicilor Miller caracteristici hidroxiapatitei ca
singura fazd cristalind, conform datelor disponibile in fisa [PDF4 + 00-064-0738]. Pe baza
valorilor mici de intensitate Inregistrate si a prezentei unui halou de difractie la unghiuri mici, se
poate considera cd gradul de cristalinitate este scazut pentru HAp dar creste usor odati cu

addugarea de curcumind.
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Figura 3 - Difractograma de raze X pentru Figura 4 - Difractogramele de raze X
hidroxiapatita neincdrcatd pentru toate probele obtinute

Imaginile de microscopie electronicd de baleiaj (SEM) ofera informatii despre morfologia
si dimensiunile nanoparticulelor. In imaginile SEM reprezentative pentru HAp etalon,
nanoparticulele prezintd morfologie aciculard si formeazi in mare parte aglomerate, In ceea ce
priveste dimensiunea acestora, ldtimea nanoparticulelor variazd Intre 10-30 nm (figura 5).
Addugarea de curcumind nu influenteazd semnificativ morfologia HAp, prin urmare forma
aciculard este mentinutd si pentru pulberile de HAp+5%curcumind (figura 6) si
HAp+10%curcumind (figura 7). Dimensiunile cresc usor odatd cu cantitatea de curcumind
adsorbitd, variind intre 10-20 nm pentru proba HAp+5%curcumina si intre 15-25 nm pentru proba
HAp+10%curcumind (pentru masurdtori a fost folosit software-ul Imagel; pentru fiecare probd au
fost efectuate cel putin 10 misuritori pe particule separate, usor de distins). In figura 8 se observa

spectrul EDS care confirmd prezenta elementelor O, P gi Ca, caracteristice hidroxiapatitei.
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Figura 7 - Imagini SEM pentru HAp+10%curcuniina
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Figura 8 - Spectru EDS pentru HAp etalon

Analiza DLS confirmi tendinta nanoparticulelor de a forma aglomerate, care in cazul de
fatd au un diametru hidrodinamic al particulei in suspensie in apd de 4138,5 nm pentru HAp,

2338,1 nm pentru HAp+5% curcumind si 2175,1 nm pentru HAp+10% curcumina (figura 9).
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Figura 9 - Caracteristicile DLS ale probelor HAp, HAp+5%curcumind si HAp+10%curcumind

Dimensiunile misurate prin DLS au fost mai mari decat valorile mésurate pe baza
imaginilor SEM, ceea ce este de inteles, deoarece in DLS aglomeratele mari mascheazd prezenta

particulelor si agregatelor mici, dand valori medii mai mari. De asemenea, se stie ¢d atunci cénd
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dimensiunea particulelor este mai mic, existd o tendintd mai mare de a forma aglomerate datoritd
suprafetei specifice mai mari. Dupi cum se poate observa in figura 9, dimensiunile particulelor au
o distributie mono-modald, cu un indice de polidispersitate (PdI) de 0 nm pentru toate probele
analizate, PdI reprezintd patratul abaterii standard impartit la patratul mediei pentru fiecare varf
din analiza DLS. Valorile mai scizute ale PdI sunt caracteristice sistemelor monodisperse, valori
mai mici de 0,7 indicand o stabilitate mai mare pentru un sistem coloidal.

Pentru a demonstra imobilizarea curcuminei pe suprafata hidroxiapatitei, s-au colectat
spectre FT-IR pentru toate cele 3 probe, iar rezultatele comparative sunt prezentate in figura 9 si
figura 11. La extragerea spectrului hidroxiapatitei etalon din spectrul HAp+10%curcumind, sunt
identificate benzi de absorbtie specifice moleculei de curcuming, mai exact pentru legaturile C =
O la 1590 em™ si C = C lal512 cm™, dovedind astfel refinerea acesteia in sistemele finale.
Simultan, datoritd prezentei apei adsorbite pe suprafata hidroxiapatitei si grupdrilor fenolice ale
curcuminei, se observd o aplatizare a benzilor de absorbtie de la 3200-3500 cm™, atribuite
intinderii legiturilor O-H. Legitura P-O corespunzitoare hidroxiapatitei sunt observate la
numerele de unda cuprinse intre 1000-1200 cm™, 900-950 cm™ si 530-550 em™. La compararea
celor doud probe incircate cu curcuming, se observa intensitdti mai scazute ale benzilor specifice
hidroxiapatitei in proba cu continut mai mare de curcumin, deoarece o cantitate mai mare de

substantd biologic activi ecraneazi gruparile PO4** (intre 500 cm™ - 600cm™).
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1.0 . o J
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2 04 S o4
03] 03
02 02]
0.1
0.1 4 M}M\’\—-M p
i 0.0
00 T T T T T T T T T 3 T T T T T v T T T T T v T T T ¥ T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm™) Wavenumbers (cm™)
Figura 10 — Spectre FT-IR pentru HAp si Figura 11 — Spectre FT-IR pentru toate probele

HAp+10%curcumin

Eliberarea curcuminei din hidroxiapatitd a fost studiata in solutic de SBF cu pH-ul 7,25

care contine speciile ionice si concentratiile acestora corespunzitoare plasmei sanguine umana. Ca
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o consecintd a hidrofobicitétii sale, curcumina a prezentat o eliberare limitatd din matricea de
hidroxiapatiti [37]. Rezultatele sunt prezentate ca procent din absorbtia UV-VIS a curcuminei pure
in SBF, care reprezintd in acest caz rata de eliberare de 100%. Dupd cum se poate observa, dupd
36 de ore, ambele probe incdrcate cu curcumind au prezentat doar ~20% eliberare din incarcarea
totald a medicamentului, dupd care a fost atins intervalul de platou. O explicatie ar putea apdrea
din capacitatea de chelare a ionilor metalici ai curcuminei, care determind atasatea curcuminei la
matricea anorganici prin legarea la ionii de calciu prezenti in HAp. Pentru ambele probe, eliberarea
medicamentului a prezentat o crestere initiald bruscd (“burst release”), in primele minute de

incubare, urmatd de un profil de eliberare treptatd pand la 24 de ore (figura 12).
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Figura 12 — Profilul de eliberare a curcuminei din pulberile de HAp

Efectul citotoxic al nanoparticulelor incércate cu curcumind a fost evaluat pe celulele
MG63 utilizand testul MTS la 24, 48 si 72 de ore (figura 13). Efectul inhibitor al noilor sisteme,
precum si cel al curcuminei, se dezvoltd in timp. Dupa un tratament de 72 de ore cu HAp + 5%
curcumind, HAp + 10% curcumind si curcumind liberd, ICso au fost de 17,991 ug/mL, 15,483
ug/mL si, respectiv, 5,081 pg/mL (figura 14A).

Insd, bazandu-ne pe studiile de eliberare a medicamentului, conform cérora dupd 72 de ore
doar 20% din curcumini este eliberatd din sistemele cu HAp, concentratia reald de medicament
eliberat care inhibd 50% din celulele MG63 este de fapt de 3,5982 pg/mL pentru HAp + 5%
curcumind si 3,0966 pg/mL. pentru HAp + 10% curcumind (figura 14B), dovedind ci sistemele

pe bazi de HAp — curcuming au o eficientd mai bund in timp decét curcumina libera.
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Figura 13 — Efectul sistemelor curcumind — hidroxiapatitd asupra viabilitatii celulelor MG-63
(A) HAp + 5%curcumin (B) HAp + 10%curcumin
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Figura 14 - Viabilitatea celulelor MG6 in functie (4) de concentratia finald de curcumind
incarcatd in hidroxiapatitd si (B) de concentratia curcuminei eliberatd dupd 72h
In ceea ce priveste influenta compusilor testati asupra progresiei ciclului celular, evaluatd
la 48 de ore de la incubare, s-a observat ci prezenta curcuminei a dus la o crestere a numérului de
celule aflate in faza G2/M, rezultatele fiind In acord cu studiile de literaturd care au raportat un
efect al curcuminei de a stopa ciclul celular, Tratamentul cu curcuming a dus de asemenea la
sciderea numirului de celule aflate tn faza GO/G1 si la o crestere a celor aflate in faza S.
Materialele de tipul HAp + curcumind au generat cresterea fazei G2/M si sciderea fazei GO/GI.
fn ceea ce priveste influenta HAp + curcumind asupra fazei S, aceasta a fost scizutd fn cazul HAp

+ 5% curcumini si nu a fost afectatd de tratamentul cu HAp + 10% curcumind (figura 15).
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5. Concluzii

Sinteza hidroxiapatitei prin metoda co-precipitarii a condus la nanoparticule cristaline,

monodisperse, cu morfologie aciculard. In urma evaludrii biologice, s-a demonstrat cd sistemele

hidroxiapatitd-curcumind au un efect citotoxic asupra celulelor canceroase osoase, activand

apoptoza si crescand nivelul AMPK, ARRBI asociat cu un ciclu celular G2/M. Mai mult, sistemele

obtinute au prezentat proprietdti biologice dependente de concentratia si profilul de eliberare al

curcuminei din probele de HAp fncircate. Aceasta este o proprietate foarte utild care poate fi

evaluatd pentru a reduce efectele diunitoare asupra celulelor normale din apropiere atunci cdnd se

utilizeazd concentratii mari de curcumind per doza. Rezultatele demonstreaza ca nanocompozitele

nou dezvoltate poseds proprietdti antitumorale bune, dar sunt necesare teste in vivo suplimentare.

Lucriri diseminate n perioada contractuald, in care cercetitorul postdoctoral a declarat

afilierea la Academia Oamenilor de Stiintd din Romania:

1.

Lucrarea cu titlul “Curcumin - hydroxyapatite systems used for bone cancer
treatment/Sisteme curcumind - hidroxiapatiti pentru tratamentul cancerului osos” si
autorii: Tonela Andreea Neacsu, Lilia Matei, Alexandra Catilina Birc, Adrian lonut
Nicoard, Vladimir Lucian Ene, Laura Denisa Dragu, Anton Ficai, Coralia Bleotu,
Ecaterina Andronescu a fost aprobati pentru a fi publicatd in numarul 4/2021 al
Revistei Romane de Materiale.

Lucrarea cu titlul “Maturation of hydroxyapatite from biogenic calcium source — a
comparative study” si autorii: Cristina Rodica Dumitrescu, Ionela Andreea Neacsu,
Vasile Adrian Surdu, Adrian Ionut Nicoara, Cosmin Iulian Codrea, Cristian-Emilian
Pop, Roxana Trusca, Ecaterina Andronescu a fost transmisd spre publicare in revista
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Abstract: This research aims to synthetize hydroxyapatite powders from a
biogenic calcium source (hen egg-shell) and study the effect of two
maturation methods (a classical method and a combined short time maturation
at 135A°C in microwave assisted hydrothermal conditions) on its final
properties. The synthetized specimens consist of nanometric polycrystalline
particles of carbonated apatite, with enhanced osteogenic effect due to the
presence of trace elements, and high crystallinity (up to 72.44%). It was
concluded that the maturation conditions impacted the morpho-structural and
compositional characteristics of the obtained powders, as well as their
cytotoxic behavior in contact with mouse osteoblasts MC3T3-E1l culture.
AceastAf lucrare urmAfreE™te sinteza unor pulberi de hidroxiapatitAf
pornind de la o sursAf biogenAf de calciu (coaja de ou), E™i studierea
efectului pe care procesul de maturare (clasic, respectiv maturare de
scurtAf duratAf la 135A°C A®n condiE»>ii hidrotermale asistate de microunde)
A®1 are asupra proprietAfE>ilor materialului final. Au fost obEjinute
particule nanometrice policristaline de apatitAf carbonatatAf, cu efect
osteogenic sporit datoritAf prezenErei oligoelementelor, E™i cristalinitate
ridicatAf (pA¢nAf la 72,44%). S-a ajuns la concluzia cAf parametrii de
maturare au influenErat caracteristicile morfo-structurale E™i
compoziEsionale ale pulberilor obEsinute, precum E™i comportamentul
citotoxic al acestora A®n contact cu osteoblastele de E™oarece MC3T3-El.
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