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Introducere

Impactul clinic, cat si cel economic pentru tratamentul afectiunilor osoase este uluitor,
osul fiind al doilea cel mai transplantat tesut dupa transfuziile de singe. Numeroase metode de
reconstructie a defectelor osoase sunt disponibile, in practica clinica fiind utilizate autogrefe,
alogrefe, matrice osoasd demineralizatd, materiale metalice sau ceramice, proteine osoase
morfogenetice, factori de crestere si altele. Succesul acestor materiale este insa unul limitat,
fiecare din ele prezentand dezavantaje considerabile. In incercarea de a oferi o solutie pentru
rezolvarea problemei mentionate, tot mai multi cercetatori si-au indreptat atentia spre
realizarea de noi materiale pentru ingineria tisulara si regenerarea tesutului osos, materiale cu
proprietati si interactiuni controlabile. Aceste materiale se gasesc sub diverse forme de
prezentare: suporturi poroase tridimensionale, sisteme injectabile, capsule, filme/membrane,
matrici fibroase si nano-fibroase, hidrogeluri.

Tumorile osoase maligne, afectiuni cu caracter degenerativ, reprezintd unul din
principali factori ce conduc la defecte osoase critice. Tratamentul unor astfel de afectiuni
osoase constd in douad etape: prima etapa consta in rezectia fesutului afectat, iar cea de a doua
este implantarea unui material de substitutie si regenerare osoasa, care poate contine factori de
crestere sau medicamente.

Cele mai importante proprietati impuse unor astfel de suporturi sunt: biocompatibilitate,
lipsa toxicitatii, proprietati de suprafatd adecvate incluziunii si proliferarii celulare,
osteoconductivitate, osteoinductivitate, rata de degradare controlatd, proprietdti mecanice
comparative cu cele ale osului natural etc. De asemenea, foarte important este ca suportul sa
fie biomimetic, Tn vederea integrarii adecvate in osul gazda.

In ultimii ani, interesul pentru nanotehnologie a crescut semnificativ. Particulele
magnetice fac parte din grupul materialelor utilizate in nanotehnologii cu un impact
considerabil in diverse domenii: chimie, biosenzori, nanomedicina etc. Cele mai importante
aplicatii ale lor sunt legate de obtinerea particulelor de dimensiuni nanometrice, denumite
nanoparticule magnetice — MNPs, utilizate ih metode de diagnostic (rezonanta magnetica
nucleard, separarea magnetica a unor entitati biologice), Tn scop terapeutic sau combinatii,
diagnostic si terapie.

Utilizate Tn scop terapeutic, nanoparticulele magnetice au fost mult studiate pentru
eliberarea controlata de medicamente. Prin utilizarea atractiei magnetice sau a directionarii
specifice a unor biomarkeri tumorali, nanoparticulele magnetice ofera o solutie atractiva

pentru terapia directad cu agenti chimioterapici care sa fie eliberati intr-un loc specific,



reducand in mod semnificativ cantitatea de medicament inclusd in formulare si, implicit,
efectele adverse asociate cu absorbtia de catre tesuturi sindtoase a medicamentului.

Teza de fatd este structuratd in doud sectiuni principale: stadiul actual al cercetarilor in
domeniul vizat si rezultate originale. Prima sectiune sintetizeaza date de literatura si este
reprezentatd de primul capitol. A doua sectiune este formatd din 5 capitole: capitolul 2
prezintd materialele si metodele utilizate pentru obtinerea rezultatelor originale prezentate in
capitolele 3, 4, 5 si 6.

Capitolul 1 prezinta pe scurt date despre anatomia, fiziologia si patologia tesutului osos,
deoarece fara cunosterea acestor notiuni ar fi imposibil de realizat un suport care sa permita
regenerarea osoasd adecvatd. Capitolul cuprinde informatii despre materialele pentru
regenerarea osoasa utilizate in practica clinica si variantele aflate in stadiul de cercetare, fiind
prezentate pe scurt o parte din cele mai utilizate biomateriale In domeniul vizat. O atentie
deosebita este acordatd metodelor de obtinere a suporturilor pe bazd de biopolimeri si fosfati
de calciu, cu sau fara continut de component magnetic. Dupa un studiu amanuntit a
suporturilor magnetice realizate pana in prezent, s-a realizat o clasificare a acestora, in functie
de biomaterialele de baza utilizate in etapa de sinteza.

Capitolul 2 prezinta strategia experimentala, construitad in jurul obiectivului central:
obtinerea §i caracterizarea de suporturi biomimetice pe baza de biopolimeri si fosfati de
calciu, cu incluziune de particule magnetice, pentru regenerarea osoasda. Sunt prezentate
etapele procesului de preparare a suporturilor pe baza de biopolimeri si fosfati de calciu cu
incluziune de particule magnetice precum si metodele de caracterizare a suporturilor obtinute.
Subcapitolul Metode de caracterizare evidentiaza principiile de baza ale tehnicilor folosite,
conditiile de lucru, parametrii si dispozitivile utilizate.

Capitolul 3 a avut drept scop principal realizarea si caracterizarea unor suporturi
compozite folosind patru combinatii diferite de biopolimeri si trei concentratii diferite de
nanoparticule magnetice. In urma analizei structurii chimice a suporturilor, a compozitiei si
morfologiei acestora, a proprietatilor magnetice precum si a interactiunii suporturilor cu fluide
de interes biologic, enzime si celule se vor stabili biopolimerii si concentratia de
nanoparticule ce vor fi utilizate in capitolele urmatoare.

Un program experimental s-a utilizat pentru a obtine 13 suporturi pe baza de colagen,
chitosan, acid hialuronic si fosfati de calciu cu incluziune de particule magnetice sub forma
uscata, capitolul 4 prezentand prepararea si caracterizarea acestora. Pe langa analizele

realizate pentru suporturile din capitolul 3, s-au analizat si proprietatile mecanice ale celor 13



suporturi precum si citotoxicitate lor in vivo, ultimul experiment mentionat avand o durata de
21 zile.

Acelasi program experimental si aceeasi compozitie a suporturilor a fost utilizatd si
pentru prepararea suporturilor descrise in capitolul 5, diferenta fiind datda de faptul ca
particulele au fost Incorporate sub forma de suspensie coloidald. Morfologia acestor suporturi
a fost studiata in detaliu cu ajutorul tehnicii microCT, iar testele de toxicitate in vivo, realizate
pe aceasi specie de animale utilizate in capitolul anterior, a avut o duratd de mai mare, de 64
zile.

Capitolul 6 este structurat in doud parti. Prima parte prezinta reproductibilitatea metodei
de preparare a suporturilor, iar a doua parte studii privind potentiala aplicatie a suporturilor in
radio-chimioterapia tumorilor osoase maligne. Tntr-o prima etapa suporturile au fost iradiate
cu o doza unicd de raze X, administratd in mod obisnuit In cazul metastazelor osoase, fiind
analizatd apoi influenta radiatiilor asupra proprietatilor fizico-chimice si biologice a
Suporturilor. A doua etapa a studiului a constat in incdrcarea nanoparticulelor incluse in
suporturi cu doxorubicind (medicament utilizat in practica clinicd pentru tratamentul
metastazelor osoase si a tumorilor osoase), urmatd de caracterizarea suporturilor obtinute.

Lucrarea se incheie cu un capitol de concluzii generale si bibliografia consultata pentru

realizarea acesteia.

Teza de doctorat se extinde pe 185 pagini structurate in sase capitole care includ 31
tabele, 95 figuri, 16 ecuatii si 232 indicatii bibliografice. O parte din rezultatele originale
prezentate in teza de fata au sunt publicate in 2 articole din reviste cotate ISI cu factor de
impact cumulat 5.329 si scor relativ de influenta 2.639 si 3 articole publicate n baze de date
internationale (indexate 1SI/ ISI proceedings). De asemenea, rezultatele au fost prezentate n
cadrul a 4 conferinte nationale si 11 conferinte internationale de prestigiu, atat sub forma de
postere cat si sub forma de prezentari orale. Un articol cu date importante din teza urmeaza sa
fie trimis spre evaluare in vederea publicarii intr-o revista cotatd ISI cu factor de impact
minim 4.

Acest rezumat prezinta aspectele esentiale tratate in cadrul tezei de doctorat, fiind

mentinutd numerotarea tabelelor, a figurilor, ecuatiilor si a referintelor din materialul tezei.



Capitolul 2. Materiale si metode
2.1. Strategie experimentali. Obiective

Tn urma realizarii meticuloase a unui studiu de literaturd cu privire la stadiul actual al
subiectului abordat, s-a ales pentru lucrarea de fata o strategie de cercetare care a avut drept

obiectiv central:

Obtinerea si caracterizarea de suporturi biomimetice pe bazd de biopolimeri si
fosfati de calciu cu incluziune de particule magnetice pentru regenerarea

osoasd

Avand in vedere componentele matricei extracelulare a tesutului osos (60-70%
componentd anorganicd, 20-30% componentd organica si apa), biomaterialele utilizate in
studiile de fata au fost selectate dupa cum urmeaza: pentru componenta organica au fost
selectati biopolimeri adesea utilizati in studii ce vizeazd regenerarea tesutului osos si fosfati
de calciu, pentru componenta anorganica. Noutatea tezei este data de addugarea de particule
magnetice (magnetitd functionalizata cu chitosan) in amestecul supus procedeului de co-
precipitare, particule care pot fi functionalizate cu diversi bioagenti (medicamente) si au rolul
de transportori ai acestora.

Un suport magnetic biomimetic cu design adecvat este dispozitivul ideal pentru a ghida
formarea de neo-tesut atat in vitro cat si in vivo. Suporturile pentru ingineria tisulara a osului
trebuie sa fie biocompatibile, s& mimeze structura si functia biologica a matricei extracelulare
si sa ofere suport mecanic pentru tesutul in formare si, de asemenea, sa elibereze in locul unde
are loc repararea tesutului, diverse molecule, celule, factori de crestere. Totodata, suportul
trebuie sa fie osteoconductiv si osteoinductiv si sd prezinte o viteza de degradarea controlata.

O mare parte dintre suporturile propuse in literatura nu mimeaza si arhitectura matricii
extracelulare naturale, acesta fiind motivul pentru care rezultatele unor astfel de studii nu sunt
satisfacatoare. Suportul trebuie sa fie biomimetic, adicd s mimeze nu doar compozitia osului,
ci, la fel de important, nano-structura sa. Astfel, pentru tema de cercetare abordata s-a ales un
procedeu biomimetic de co-precipitare in situ a fosfatilor de calciu in solutii de biopolimeri,
inspirat din procesul natural de mineralizare, unde mineralele sintetizate de catre organism,
sunt combinate cu componentele organice ale matrici extracelulare a tesutului 0sos.

Pentru partea organica a suporturilor s-au testat diversi polimeri naturali: chitosan, acid

hialuronic, gelatina, albumina si colagen.



Pentru partea anorganica a suporturilor s-au utilizat fosfati de calciu sintetici, deoarece
prezintd o strucuturd similard cu cea a mineralului primar din componenta tesutului 0sos,
avand rolul de stimuli osteoconductivi si osteoinductivi. Acestia s-au obtinut prin precipitarea
din precursori: azotat de calciu — Ca(NO3),/ CaCl; si fosfat monosodic — NaH,;PO, .

Utilizarea particulelor magnetice este un concept nou studiat in domeniul inginerie
tisulare. Acesta implica utilizarea de nanoparticule magnetice care sunt functionalizate cu
factori de crestere, medicamente sau alti agenti bioactivi care vor fi preluate de catre tesuturile
adiacente, proces stimulat de actiunea unui camp magnetic in apropierea zonei unde este
implantat suportul. Nanoparticulele magnetice functionalizate actioneaza ca transportatori de
agenti bioactivi catre si in interiorul suportului magnetic, eliberdnd succesiv moleculele pe

care le transporta.

2.3. Obtinerea suporturilor pe baza de biopolimeri si fosfati de calciu cu incluziune

de particule magnetice

2.3.1. Obtinerea particulelor magnetice

Particulele magnetice au fost obtinute conform protocolului descris de Balan si
colaboratorii [116], proprietatile lor de baza fiind: dimensiunea medie (nm) — 178, indicile de
polidispersitate — 0.27, potential Zeta in solutie apoasd de surfactant (mV) — -18,6 si
magnetizarea 43,65 emu/g. Pe scurt, un volum de solutie de chitosan de masa moleculara
mica a fost amestecat cu un volum de magnetitd — Mag si pluronic F-127. Dupa omogenizare
amestecului s-a adaugat o solutie TPP in picaturd. Amestecul final s-a dializat contra apei

distilate, timp de 5 zile.

2.3.2. Obtinerea suporturilor compozite

Suporturilor magnetice au fost obtinute utilizind o metodd biomimeticd de co-
precipitare a fosfatilor de calciu din precursorii sdi in solutii de biopolimeri, inspiratd din
procesul natural de mineralizare, etapele procesului de obtinere fiind prezentate in Figura 2.1.

Solutiile apoase de precursori de fosfati de calciu au fost adaugate in amestecul de
solutii de polimeri. Inainte de adiugarea precursorilor de fosfati de calciu, in amestecul de
solutii de polimeri s-au adaugat particule magnetice fie sub forma uscata, fie sub formad de
suspensie coloidala. Co-precipitarea s-a realizat in prezenta unei solutii de amoniac NH,OH

(25 %), pana la obtinerea unei valori a pH-ului de 7,2-7,4. Fiecare amestec a fost spalat de 3



ori cu apa distilata si separate prin centrifugare (5000 rpm, timp de 10 minute), iar in final

amestecurile au fost liofilizate, 24h, la -55°C.

Etapa 2° Addugare precurson Etopa 3- Modificare
de fosfan de calcm . pH amestec cu NH,OH
a7 274

Etapa 4 Spalarea
amestecuhn reanliat

Etapa | Amestecare
solutn de biopolunen
cu MNPs in unma ctaper 3 51

hofilizarea acestina

Particule magnetice Fosfagr de calem

Suporturi pe bzt de b ';.':u':un'rl st fosfail de

calcri cu mchznme de pariicule magrence

Figura 2.1. Obtinerea suporturilor pe baza de biopolimeri §i fosfati de calciu cu incluziune de
particule magnetice

2.3.3. Program experimental

Pentru teza de fata s-a utilizat un program experimental multifactorial in vederea
optimizarii compozitiei suporturilor. Programul mentionat este caracterizat prin faptul ca
fenomenul/ procesul este urmarit prin intermediul unui numar finit de variabile, variabile ce
pot avea fiecare un numar discret de valori intr-un domeniu prestabilit [120]. Compozitia
suporturilor a fost optimizatd din punct de vedere al raportului biopolimer/biopolimer si a

raportului Ca/P.

2.3.4. Metode de caracterizare

Suporturile au fost caracterizate riguros din punct de vedere fizico-chimic si biologic.

Analiza prin Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) s-a utilizat n
vederea determindrii gruparilor functionale ale suporturilor, acest tip de spectroscopie fiind o
metoda uzuald in stabilirea structurii si identificarea unui compus chimic [123].

In vederea analizei de suprafata s-a recurs la Spectroscopia de raze X prin dispersie de
energie (EDS). Difractia cu raze X (XRD) a fost folositd pentru a studia faza cristalina a

suporturilor, oferind totodata si date despre dimensiune si orientarea cristalelor. Fazele



anorganice din suporturile obtinute au fost identificate cu ajutorul standardelor Centrului
International pentru Difractie (JCPDS). Morfologia suporturilor a fost studiatd in ansamblu cu
ajutorul microscopiei electronice de baleiaj (SEM), iar pentru o analizd de inaltd precizie cu
ajutorul micro-computer tomografiei (microCT).

Proprietatile mecanice ale suporturilor au fost determinate din perspectiva modului de
elasticitate Young, calculat in urma unui test de compresiune efectuat cu ajutorul
dispozitivului Texture Analyzer TA.XTplus. Susceptibilitatea magnetica, notata cu ym, S-a
masurat cu balanta de susceptibilitate magneticd Sherwood Scientific MSB Auto, la 0
intensitatea a campului magnetic H= 4.5 kGauss, iar valorile rezultate au permis calcularea
magnetizarii suporturilor.

Determinarea caracteristicilor de retentie a fluidelor de interes biologic s-a realizat cu
ajutorul metodei volumetrice, prin contactul suporturilor cu solutie PBS, si/ sau cu o solutie
SBF, in paralel. Pentru studiile de degradare in vitro s-a utilizat metoda enzimatica, utilizand
fie lizozim (enzima ce este implicatd in procesul de degradare al chitosanului in organismul
uman), fie un amestec de lizozim si colagenaza (enzima ce este implicatd in procesul de
degradare al colagenului in organismul uman).

Din punct de vedere biologic, suporturile au interactionat in vitro direct sau indirect cu
diverse linii celulare in vederea determinarii citotoxicitatii lor, iar in vivo s-au implantat sub-
cutanat la soareci In vederea determinarii toxicitatii acestora.

Conceptul de terapiec combinata pentru tratamentul tumorilor osoase maligne ce implica
utilizarea radioterapii si chimioterapii a fost considerata ca o potentiala aplicatie a suporturile

obtinute.

Capitolul 3. Studii experimentale privind obtinerea de suporturi biomimetice pe baza de
compozite din chitosan si biopolimeri (albumina, acid hialuronic, gelatina), fosfati de

calciu si particule magnetice

Biopolimerii sunt recunoscuti de mediul biologic si degradati metabolic. Chitosanul,
colagenul, gelatina, alginatii, condroitin sulfatul si acidul hialuronic sunt printre cei mai
studiati datoritd argumentelor mentionate in capitolele anterioare si a similaritatii lor cu
componentele matricei extracelulare [142-144].

Avand in vedere proprietatile a patru dintre cei mai utilizati biopolimeri in ingineria
tisulara si regenerarea osoasa (chitosan, acid hialuronic, gelatina si albumind) s-a emis ipoteza
ca prin realizarea unor combinatii ale acestora cu fosfati de calciu si particule magnetice se

pot obtine suporturi magnetice cu aplicatii in regenerarea tisulara osoasa (Figura 3.1). Fosfatii



de calciu, componenti ai fazei anorganice a tesutului o0sos uman, stimuleaza

osteoconductivitatea si osteoinductivitatea [144].

Suporturipe baza de biopolimeri, fosfati de calciu si
nanoparticule magnetice

Diferenticres Erosomali

AZER
Fe* +{1,0;)
. N\

) I Artivarea semnalubui

/ R(h‘/ ’, M

- Stimuleazid
osteoconductivitaiea § 3
ostecenductivitatea a 3 i “‘
. FEZrRerarea oeeasd
Biopolimeri
Ir oer
'y 1\9‘ '... ...‘.... r .&‘Or r
o A"L"' ... .’Q..- P & r" C\’r
A & V"} 0‘.00".‘0 S NS %;
Yy % 9 *8, c
A * ¢ s
Hya Bsa
Cs -Stimuleazd formarea de calus -mineralizarea tesutulut osos G
- wo simuleaza -Diferenperea ostsogensticia prin cregerea castalelor de fosfan - Samuleaza adeziunea
osteoconduchivitaiea celulelor STEM mezenchimale decalcmu st migrarea celulelor

Figura 3.1. Suporturi pe bazd de biopolimeri, fosfati de calciu si nanoparticule magentice

Importanta utilizdrii nanoparticulelor magnetice in suporturi compozite pentru ingineria
tisulara si regenerarea osoasa a fost detaliatd in capitolul 1. Alegerea unei concentratii de
nanoparticule adecvatd este o provocare, o concentratie prea mica poate avea riscul de a nu
conferi proprietdti magnetice suportului in care sunt incluse, iar o concentratie prea mare
poate duce la un eventual caracter citotoxic al suportului. Studiile in domeniu prezinta
prepararea de suporturi magnetice ce au incoporate concentratii diferite de particule: 0,5%,
1%, 2%, 3%, 7%, 5% sau 10% etc. [90-92]. Dintre aceste concentratii in cadrul tezei de

doctorat s-au selectat concentratiile: 1%, 3% si 5%.

3.1. Obtinerea suporturilor

Suporturi au fost obtinute conform protocolului descris in subcapitolul 2.3.2, au fost
codificate in functie de compozitia lor, dupa cum se poate observa in tabelul 3.1. si au fost
caracterizate din punct de vedere al structurii chimice si compozitiei (FTIR, EDS, XRD) si

morfologic (SEM). De asemenea, s-a urmarit comportamentul suporturilor in fluide de interes



biologic, degradarea acestora si s-au analizat proprietatile magnetice. Toxicitatea suporturilor
a fost analizata in culturi celulare printr-un test MTT si printr-un test de viabilitate celulara cu
Calceina-AM.

Tabel 3.1. Compozitia si proprietatile suporturilor (retentie PBS/SBF si magnetizarea)

Concentra_tia de Grad.ul de Grad.ul de Magnetizare
Suport nanopart!cule retentie PBS | retentie SBF (emulg)
magnetice (%) (%)
Cs1% 1% 704 £ 22 680 £ 35 1,32 +£0,10
Cs3% 3% 645 £ 12 632+ 14 7,42 £ 0,45
Cs 5% 5% 676 £ 21 530 £ 25 10,14 £ 0,61
Cs-Hya 1% 1% 784 £24 667 £ 31 0,25 £ 0,07
Cs-Hya 3% 3% 714 + 45 630 £ 29 -
Cs-Hya 5% 5% 490 + 22 475 + 17 12,53 £ 0,58
Cs-Bsa 1% 1% 700 + 39 654 £41 2,26 £0,13
Cs-Bsa 3% 3% 454 + 61 567 + 16 6,10 + 0,32
Cs-Bsa 5% 5% 806 + 78 515+ 20 8,16 £ 0,51
Cs-G 1% 1% 465 + 35 421 + 34 -
Cs-G 3% 3% 805 + 42 625 + 09 -
Cs-G 5% 5% 755 £ 27 722 £ 15 -

3.2. Rezultate si discutii
3.2.1. Structura chimica

Structura chimica a suporturilor a fost analizata cu ajutorul spectroscopiei FTIR, picuri
caracteristice biopolimerilor, fosfatilor de calciu si particulelor magnetice fiind identificate pe
spectrele FTIR (Figura 3.2).

In ceea ce priveste spectrul FTIR al suportului Cs 3% s-au observat benzile
caracteristice Cs-ului, dupa cum urmeazi: gruparea -OH la 3430 cm™, gruparea —CH; la 2923
cm ', amida | la 1655 cm™', vibratiei de intindere a legaturii C—N la 1322 cm™ si vibratiei de
absorbtie a gruparii C-O la 1029 cm™ [159]. Pentru acelasi suport s-au mai putut observa
picuri specifice gruparii fosfat PO,%, In regiunea 600 cm™ [99] si gruparii Fe—O a particulelor
magnetice la 560 cm™ [160]. Tn cazul suportului Cs-Bsa 3% s-a observat o crestere

1

semnificativd a intensitatii picului 1657 c¢cm ', ce corespunde amidei I, drept rezultat al



vibratiei de intindere a gruparii C=0 din legatura peptidica. Picul de la numarul de unda 1546

cm™ corespunde amidei 11, iar picul de la 1240 cm™ amidei I1I din componenta proteica [161].
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Figura 3.2. Spectrele FTIR ale suporturilor cu diferite compozitii

3.2.2. Compozitia suporturilor

Principalele tipuri de fosfati de calciu identificati pe spectrele XRD si EDS sunt

prezentati in tabelul 3.2.

Tabel 3.2. Diferite forme de CP prezente in compozitele Cs-CP conform datelor XRD si EDS

Forme de fosfati de calciu Formula chimica Raport Ca/P
MCPM Ca(H2P0O4)2-H20 0,5
Fosfat monocalcic anhidru Ca(H2POy): 0,5
Fosfat dicalcic anhidru CaHPO4 1,00
Hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH); 1,67
Fosfat tricalcic Ca3(PO4), 1,5

3.2.3. Morfologia suporturilor

Dimensiunile porilor suporturilor sintetizate (tabel 3.3.) au fost calculate din imaginile

SEM prin analiza cantitativa a parametrilor imaginilor, utilizand functia threshold a

programului ImageJ.
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Tabel 3.3. Dimensiunea porilor (um)

Cs 3% Cs-Hya 3% | Cs-Bsa 3% Cs-G 3%

Deviatia standard 996 + 189 1115+ 170 751191 924 + 135
Dimensiunea minima 399 452 319 456
Dimensiunea maxima 1946 2137 1122 1549
Dimensiunea medie 953 989 673 815

3.2.5. Interactiunea cu fluide de interes biologic

Rezultatele obtinute sunt redate in tabelul 3.1. Pentru toate suporturile s-au obtinut
valori mari ale gradului de retentie PBS (%), acestea fiind cuprinse intre 400 si 800 %. Aceste
valori au fost corelate pe de o parte, cu structura poroasa tridimensionala a suporturilor, iar pe
de alta parte cu proprietatile hidrofile ale biopolimerilor, atribuite gruparilor lor functionale.
In ceea ce priveste interactiunea suporturilor cu solutia SBF, prezenta ionilor pozitivi (Na*,
K*, Ca?*, Mg®") si a ionilor negativi (HPO,*, CI, HCOs*, SO,%), precum si proprietatea
acestora de a interactiona cu componentele suporturilor, diminueaza retentia de faza apoasa a

suporturilor.

3.2.6. Degradarea enzimatica in vitro a suporturilor

Degradarea suporturilor a fost studiata in vitro in prezenta lizozimului (enzima care
catalizeaza in organismul uman degradarea chitosanului), pentru o perioada de 16 zile (Figura
3.6). S-a remarcat ca procesul de degradare are doud etape. In prima etapa, ce corespunde
primelor 8 zile, a avut loc o degradare mai accentuata a suporturilor, pe cand in a doua etapa a

urmat o incetinire a procesului de degradare.

p2zile uSzile ai6zile

ALk f“

Cs 1% Cs 3% Cs 5% Cs-Hva Cs-Hya Cs-Hya Cs-Bsa Cs-Bsa Cs-Bsa Cs-G  Cs-G Cs-G

1% 3% 5% 1% 3% 3% 1% 3% 5%

06

Concentratie chitosan degradat,
mmoli/l

Figura 3.6. Concentratia de chitosan degradat pentru suporturile compozite
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Procesul de degradare in doua etape a fost evidentiat si in alte studii si poate fi explicat
de faptul ca lizozimul contine un Situs de legare hexameric, iar secventele hexazaharidice
continand 3-4 sau mai multe unitati acetilate au o puternica influentd asupra vitezei initiale de
degradare a chitosanului. Dupa o pierdere mare de masa initiala, viteza de degradare a

suporturilor a scazut considerabil, ca rezultat al pierderii secventelor de hexazaharida [170].

3.2.7. Teste de citotoxicitate in vitro

Pentru evaluarea citotoxicitatii in vitro pe culturi de celule, s-a utilizat metoda
contactului indirect, realizandu-se un extract din suporturile obtinute, care in prealabil au fost
sterilizate. S-au realizat doua teste: un test MTT (rezultatele sunt redate in Figura 3.7) si un

test de viabilitate celulara cu calceind AM (Figura 3.9)

20 . ®@Control MCs 3% WCs-Hya3% WCs-Bsa3% WCs-G3%

w}

100

5 B8 B

Viabilitatea celulara {

¥

24 ore 48 ore 72 ore

Figura 3.7. Viabilitatea celulara a preosteoblatelor din linia celulard MC-3T3 in urma contactului
indirect cu suporturile

4 gre Cs453%
v

96 ore Control 06 ore Cs-G 3%

Figura 3.9. Structura si morfologia celulelor cultivate pe compozite (marcare Calcein AM)
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Datele obtinute in urma testului MTT au indicat faptul ca suporturile nu au eliberat
compusi toxici, inglobati 1n structura suporturilor in momentul sintezei sau neindepartati prin
spalare, care sa influenteze negativ atasarea si proliferarea celulara.

Atat rezultatele obtinute in urma testului MTT, cat si rezultatele obtinute in urma
testului cu Calceina-AM au evidentiat un comportament bun al suporturilor la contactul cu

cele doua linii celulare (fibroblaste si preosteoblaste).

3.3. Concluzii

v In capitolul de fatd s-au obtinut si caracterizat suporturi compozite pe bazi de
biopolimeri si fosfati de calciu cu incluziune de concentratii diferite de particule magnetice.
Chitosanul, unul din biopolimeri cei mai utilizati in ingineria tisulara si regenerarea osoasd, a
fost combinat, cu acid hialuronic, albumina serica bovina sau gelatina.

v Analizand structura chimica a suporturilor, pe spectrele FTIR s-a remarcat
prezenta picurilor caracteristice tuturor componentelor introduse in sintezd, cele mai
reprezentative fiind: benzile caracteristice gruparii —OH a Cs-ului in apropierea picului
corespunzitor numirului de unda 3430 cm™, gruparii —CH, la 2923 cm*, amida | la 1655
cm *si alte benzi caracteristice gruparilor funtionale ale celor 4 biopolimeri. Diferite tipuri de
fosfati de calciu au fost identificate in faza cristalind a suporturilor, dintre care cel mai
impotant tip fiind hidroxiapatita, prezentd in suportul Cs-G 3%, rezultat confirmat atat de
XRD cat side EDS.

v Morfologia a fost studiata in sectiunea suporturilor, imaginile evidentiind o
porozitate ridicata a acestora precum si formarea fosfatilor de calciu pe structura polimerica.
Particulele magnetice au fost complet integrate in structura compozita. Dimensiunea minima a
porilor a fost in jur de 300 pm, iar dimensiunea maxima in jur de 2000 pm.

v Comparénd valorile obtinute pentru magnetizarea suporturilor cu datele de
literaturd, concentratia de 5% particule magnetice s-a dovedit a fi cea mai apropiatd de datele
regasite 1n alte studii avand aceleasi obiective. De asemenea, se poate afirma cd suporturile
sunt superparamagnetice.

v Retentia fluidelor biologice simulate este influentatd de morfologia
suporturilor si proprietatile hidrofile ale suporturilor, iar viteza de degradare enzimatica in
vitro este corelata cu continutul de faza polimerica. Testele de citotoxicitate in vitro, testul
MTT si testul de viabilitate celulard cu Calceina-AM, indica faptul cad suporturile obtinute nu

elibereaza substante toxice care sa influenteze negativ activitatea celulelor.
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Capitolul 4. Suporturi biomimetice pe baza de biopolimeri (chitosan, colagen,
acid hialuronic) si fosfati de calciu cu incluziune de particule magnetice sub

forma uscata

Avand in vederea datele obtinute anterior obiectivul urmator a fost realizarea si
caraterizarea de suporturi pe baza de colagen — chitosan — acid hialuronic, nanoparticule
magentice si fosfati de calciu. S-a selectat concentratia de 5 % MNPs pentru a fi inclusa in
etapd de sinteza, particulele fiind introduse in forma uscatd. O parte din proprietatile
suporturilor au fost studiate in paralel cu cele ale suporturilor expuse la radiatii UV timp de 4
ore, cu scopul de a observa eventuale modificari survenite dupa aceasta procedura de iradiere,

folosita pentru sterilizare in practica clinica si preclinica.

4.1. Obtinerea suporturilor

Etapele procesului de obtinere sunt prezentate in Figura 4.1.
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Figura 4.1. Obtinerea suporturilor pe baza de Cs—Col-Hya si fosfati de calciu cu incluziune de
particule magnetice

Pe scurt, solutii de precursori de fosfati de calciu: CaCl, (40 %) si NaH,PO, (25 %), au
fost amestecate cu solutii de biopolimeri: Cs (1%), C (1%), Hya (1%) si MNPs. pH-ul
amestecului a fost ajustat la 7,2 -7,4 utilizdnd o solutie apoasa de amoniac — NH,OH, iar dupa

spalare, amestecurile au fost liofilizate pentru 24 h [172].
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4.2. Rezultate si discutii

Suporturile biomimetice obtinute, ce reprezinta Lot numarul 1, au fost caracterizate din
punct de vedere al structurii chimice prin analiza FTIR, iar din punct de vedere al morfologiei
prin SEM. De asemenea, s-a analizat comportamentul suporturilor in fluide de interes
biologic, degradarea acestora, proprietatile mecanice si proprietatile magnetice al suporturilor.
Citotoxicitatea suporturilor a fost analizata printr-un test MTT in vitro (contact indirect), iar
toxicitatea in vivo pe animale de experenta (soareci din linia CD1).

Din punct de vedere al structurii chimice, benzi de frecventa -caracteristice
biopolimerilor, CP si MNPs au fost observate in toate spectrele FTIR. Nu au fost observate
diferente intre spectrele suporturilor expuse la radiatii UV si cele normale, ceea ce Inseamna
ca acest proces de sterilizare nu influenteaza structura chimica a suporturilor. Morfologia
suporturilor a fost analizatd in sectiune cu ajutorul SEM. S-a remarcat o structurd poroasa a
suporturilor, cu CP si MNPs distribuite pe suportul polimeric. La fel ca in cazul structurii
chimice, radiatiile UV nu influenteazd morfologia suporturilor, astfel, acest proces de
sterilizare poate fi utilizat pentru pregatirea probelor in vederea realizarii lor in vitro si in vivo.

Pentru studiile de degradare in vitro s-a studiat interactiunea cu un amestec de doua
enzime: lizozim si colagenaza, enzime implicate in vivo Tn procesele de degradarea a
chitosanului, respectiv colagenului. Viteza de degradare a crescut gradual in timp, in cazul
ambilor biopolimeri.

Din punct de vedere al proprietatilor magnetice, valorile obtinute pentru magnetizare au
indicat un caracter superparamagnetic al suporturilor.

Modulul de elaticitate (modulul Young) are valori diferite pentru fiecare din cele doua
tipuri de tesut osos; este cuprins intre 7 si 30 GPa pentru tesutul osos compact si intre 20 si
500 MPa pentru tesutul osos spongios [168]. Valorile obtinute in cazul suporturile preparate
au fost cuprinse intre 38,41 MPa si 226,71 MPa, valori ce se incadreaza in intervalul

corespunzator modulului Young al tesutului osos spongios.

4.2.3. Interactiunea suporturilor cu fluide

Gradul de retentie al fluidelor in suporturile preparate pentru aplicatii in inginerie
tisulara influenteaza raspunsul suporturilor la difuzia celulelor, nutrientilor si medicamentelor,
caracteristici foarte importante pentru aplicatia vizata [175]. S-au analizat trei fragmente din
fiecare tip de suport si s-a calculat media si deviatia standard. Rezultatele obtinute in urma

acestui studiu sunt redate in Figura 4.5.

15



Cea mai mare valoare a gradului de retentie a fost calculata pentru P7, suport ce are cel
mai mic raport Ca/P = 1,579, iar una din cele mai mici valori ale gradului de retentie a fost
calculata pentru P8, suport ce are cel mai mare raport Ca/P = 1,721, ceea ce indica o influenta
semnificativa a raportului Ca/P asupra retentie de fluide biologice simulate. Practic, fosfati de

calciu acopera matricea polimerica ingreunand patrunderea solutie PBS in interior.
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Figura 4.5. Gradul de retentie PBS (%) pentru suporturile obtinute

4.2.8. Toxicitate in vivo a suporturilor

Testele in vivo pentru determinarea toxicitatii s-au realizat utilizand animale de
experienta, soareci femele din linia CD1, in varsta de 6 saptamani.
Dupa 14 zile de la implantare (Figura 4.12), materialul implantat are o structura mai

“aerisitd”, probabil consecintd a resorbtiei tisulare a unor constituienti.

Figura 4.12. Imagini histologice dupa 14 zile de la implantare. Colorare tricomic Masson
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Tn jurul materialului implantat se remarcd o capsuli conjunctiva, formatd din tesut
conjunctiv tanar, ce are tendinta de sechestrare a acestuia, si care trimite scurte travei spre
zona centralda a materialului implantat (Figura 4.12.A). Se observa la periferia materialului
implantat travei (septe) conjunctive pornite din capsula conjunctiva periferica ce infiltreaza
materialul implantat, remarcandu-se tendinta de inglobare a acestuia (Figura 4.12.B), intr-un
tesut conjunctiv neoformat, lax, incd imatur, reprezentat din fibroblaste si fibre de colagen
tinere (Figura 4.12.C).

Dupa sacrificarea animalelor la 21 zile de la implantare din punct de vedere microscopic
s-a observat un tesutul conjunctiv neoformat inca imatur, dezorganizat, constituit din
fibroblaste active si fibre de colagen cu un aranjament anarhic, repezentat de vartejuri si
cordoane (Figura 4.14.A). De asemenea, au fost remarcate mici depozite de fosfat de calciu
sechestrate in masa conjunctivd neoformata (Figura 4.14.B) si septe conjunctive constituite
din tesut conjunctiv cu dispozitie diametrald, si care strabat materialul implantat cu tendinta

de a-1ingloba.

Figura 4.14. Imagini histologice dupd 21 zile de la implantare. Colorare tricomic Masson

4.3. Concluzii

v Determinarea gradului de retentie PBS s-a realizat utilizand o metoda
volumetricd, valorile obtinute dupd 72 ore de la interactiunea suportului cu fluidul, la 37°C,
indicand o influenta semnificativa a raportului Ca/P asupra proprietatii studiate.

v Caracterul netoxic al suporturilor a fost evidentiat si in vivo, dupa ce fragmente
de suporturi au fost implantate subcutanat la soareci. Dupa 21 zile acestia au fost sacrificati,
iar fragmentele de tesut cu implant au fost analizate macroscopic si microscopic, confirméand

proprietati adecvate de interactiune cu tesuturile biologice.
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Capitolul 5. Suporturi biomimetice pe baza de biopolimeri (chitosan, colagen,
acid hialuronic) si fosfati de calciu cu incluziune de suspensie coloidala de

particule magnetice

Avand in vedere proprietatile biopolimerilor (Cs, Col si Hya) descrise in capitolele
anterioare, precum si procedeul biomimetic de co-precipitarea de fosfati de calciu (CP) din
precursori (CaCl, si NaH,POy), un lot nou de suporturi — Lot numaérul 2 a fost realizat
conform metodei de obtinere utilizate in capitolul 4, diferenta dintre acest lot de suporturi si
lotul de suporturi descrise anterior fiind data de modalitatea de incluziune a particulelor
magnetice in etapa de sintezd a suporturilor, in cazul lotului din capitol 4 particulele au fost
incorporate sub forma uscatd, iar in cazul acestui lot, particulele au fost incorporate sub forma
de suspensie coloidala, pentru a asigura o mai buna distributie a MNP in masa compozitului si
asigurarea unor proprietdti uniforme in intreg materialul.

Pentru ambele loturi a fost utilizat un program experimental cu doud variabile
(concentratia de chitosan/colagen si raportul Ca/P) cu scopul de a se determina compozitia
optima a suporturilor. Respectand valorile teoretice din programul experimental s-au obtinut
13 materiale. Concentratia de Hya (1%) este de 5% fatd de cantitatea totala de biopolimer
introdusa in sinteza, iar pentru raportul Ca/P au fost alese valori apropiate de cele identificate

in tesutul osos uman. Influenta radiatiilor UV a fost studiata si pentru acest lot.

5.1. Obtinerea suporturilor

Utilizarea programului experimental a permis determinarea variabilelor raspuns Y1,
care corespunde gradului de retentie PBS a suporturilor preparate (%) si Y2 ce corespunde
modului de elasticitate E (MPa) — Tabel 5.4.

Suporturile biomimetice pe baza de Cs—Col-Hya si fosfati de calciu cu incluziune de
particule magnetice au fost caracterizate din punct de vedere al structurii si compozitiei,
utilizdnd spectroscopia FTIR, EDS si XRD si al morfologiei, prin SEM si microCT. De
asemenea, s-a analizat comportamentul suporturilor in fluide de interes biologic, degradarea
acestora, proprietdtile mecanice si proprietdtile magnetice. Citotoxicitatea suporturilor a fost
analizata printr-un test MTT in vitro (contact direct), si toxicitatea in vivo pe soareci din linia
CDL1.
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Tabel 5.4. Programul experimental impreuna cu valorile determinate pentru

Gradul de retentie PBS (%) si E (MPa)

Suport X1 X; Y1— Retentie PBS (%) | Y2 —E (MPa)
s1 -1 -1 1217,14 + 219,73 209,25 + 32
S2 1 -1 1096,49 + 323,78 279,47 + 22
S3 -1 1 2392,34 + 173,09 120,01 + 34
sS4 1 1 1635,22 + 108,71 162,01 + 24
S5 -1,141 0 1388,88 + 242,63 86,68 + 33
S6 1,141 0 1006,28 + 207,24 122,61 + 29
S7 0 -1,141 1090,91 + 221,04 90,38 + 21
S8 0 1,141 1212,13 + 54,71 83,72 + 12
S9 0 0 1388,89 + 181,59 76,28 + 32
S10 0 0 1389,60 + 182,09 78,73 + 12
S11 0 0 1460,19 + 150,2 80,89 + 24
S12 0 0 1410,67 + 100,22 79,42 +8
S13 0 0 1418,44 + 92,15 80,34 + 32

5.2. Rezultate si discutii
5.2.1. Structura chimica a suporturilor

Datele obtinute in urma analizei FTIR ofera informatii despre structura suporturilor.
Suporturile au fost analizate inainte si dupa expunere la UV pentru 4 ore, rezultatele fiind
redate in Figura 5.1. S-au observat picuri pentru cei trei biopolimeri (Amide I, C=0, Amide
I, N-H, functiile OH, grupari alifatice) fosfatii de calciu (PO, la 563 cm™) si nanoparticule
magnetice [176].

Benzile reprezentative pentru suporturi sunt prezentate in tabelul 5.5. Dupa cum se
poate observa, benzile reprezentative pentru suporturile expuse la UV au valori foarte
apropiate sau chiar identice cu cele ale suporturilor care nu au fost expuse la UV, ceea ce
indicd faptul ca radiatiile UV nu influenteaza structura chimicd a acestora, chiar si dupa o

perioada mare de timp (4 ore).
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Tabel 5.5. Benzile FTIR pentru suporturile compozite S1 si S3

Tnainte de expunere la UV Dupai expunere la UV
< B. reprez. B. reprez. | B.reprez. | B.reprez. | B.reprez. | B.reprez.
Grupari emd) | e | @) | @md) | emh) | (em?
functionale 57 S8 S9 s7 S8 s9
OH 3421 3418 3409 3421 3419 3415
C-H 2937 2936 2934 2937 2942 2936

Amida I, C=0 1653 1659 1655 1655 1652 1655
Amida Il, N-H 1556 1556 1552 1557 1556 1552

C-O 1030 1031 1030 1031 1030 1030
Fe-O 603 603 602 603 603 602
PO~ 561 561 560 561 561 561

B. reprez — benzile reprezentative

5.2.2. Compozitia suporturilor

Datele XRD si EDS au determinat tipurile de fosfati de calciu formate pe matricea
polimerica, cele mai reprezentative forme identificate fiind: fosfat dicalcic — CaHPQu,

hidroxiapatita — Caio(POa)s - (OH); si fosfatul tetracalcic — Cas(PO.).0.

5.2.3. Morfologia suporturilor

Rezultatele SEM sunt prezentate in Figura 5.4. Figura 5.4.A. reprezinta suporturile S7,
S8, S9 tnainte de expunere la radiatii UV, iar Figura 5.4.B. aceleasi suporturi dupa expunere

la radiatii UV.

A. Morfologia suporturilor inainte de expunere la UV

B. Morfologia suporturilor dupa expuncre la UV
& -

Figura 5.4. Morfologia suporturilor S7, S8, S9:
A. Tnainte de expunere la UV; B. Dupd expunere la UV.
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La 500 um se poate observa structura poroasa a suporturilor, incorporarea particulelor
magnetice si a cristalelor de calciu in matricea polimerica si faptul ca nu exista diferente intre
suporturile sterilizate si cele nesterilizate.

Pentru un studiu mai detaliat al morfologiei suporturilor, fragmente din acestea au fost
scanate utilizand sistemul Skyscan Bruker 1172, parametrii de lucru fiind 25 kV, 130 pA sio
rotatie de 0.5°. Proiectiile astfel obtinute au fost procesate si reconstruite utilizand programul

NRecon (Bruker, Belgium), rezultatele fiind redate in Figura 5.5.

0. 30mm
0 2%men £
0. 7Mmen -
0.15mm
0. 10

0.05mem

0 80men

Figura 5.5. Dimensiunea si distributia porilor pentru suporturile S6, S7, S8, S9

Trei regiuni de interes au fost selectate pentru fiecare proba, iar programul CTAn a fost
utilizat pentru calcularea dimensiunii porilor precum si dimaterului de percolatie. Pentru
calcularea porozitdtii s-a utilizat metoda “sphere-fitting” regasitd in aplicatia BatMan a
programului CTAn. Pentru calcularea diametrului de percolatie s-a utilizat metoda descrisa de
Ashworth si colaboratorii [180]. Pe scurt, metoda “shrink wrap” a fost aplicatd pentru a
identifica volumul accesibil unui obiect virtual care poate penetra intreaga regiune de interes

utilizand urmatoare ecuatie:
L=Lo(d—d)™" (16)

unde 7 este o constanta de percolatie egala cu 0,88 pentru sistemele 3D [181].

21



Vizualizarea distributiei porilor a fost efectuata utilizdnd programul CTVox (Bruker,
Belgium). Astfel o functie de transfer a distributiei porozitatii a fost suprapusd peste
reconstructia 3D a probei de investigat, iar un cod de culoare a fost desemnat pentru
vizualizare.

Suportul care are cea mai mare dimensiune a porilor a fost suportul S7, iar suportul cu
cea mai micd dimensiune a porilor a fost suportul S8. Aceste doud suporturi sunt practic
suporturile cu cel mai mic raport Ca/P — S7 (Ca/P = 1,579) si cel mai mare raport Ca/P — S8
(Ca/P = 1,721), ceea ce a indicat o influentd semnificativd a continutului de faza minerala
asupra porozitatii suporturilor. In ceea ce priveste comparatia porozititii suporturilor din
punct de vedere al compozitiei de biopolimeri, s-a observat o dimensiune mai mare a porilor

suportului S6 (contindnd un raport mai mare de colagen).

5.2.4. Proprietatile mecanice ale suporturilor

Valorile obtinute pentru modulul Young (Figura 5.6) au fost cuprinse intre 76,28 MPa si
279,47 MPa, valori ce se incadreaza in intervalul 0,02 — 0,5 GPa (20 — 500 MPa)
corespunzator valorilor Modulului Young al tesutului osos spongios, interval in care s-au

incadrat si valorile obtinute pentru suporturile caracterizate in capitolul 4.

o 27947
230 1509225
200

E (MPa)
2

9038 8372 -6 28 78.73 80.89 79.42 80.34

S1 S§2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 SS9 S10 S11 S12 SI3

Figura 5.6. Modulul Young (MPa) pentru suporturile pe baza de Cs—Col-Hya si fosfati de calciu cu
incluziune suspensie coloidala de particule magnetice

Cea mai mare valoare a lui E s-a obtinut pentru suportul S2, avand urmitoarea
compozite: 35 % Cs, 65 % Col si raportul Ca/P = 1,6, iar cea mai mica valoare s-a obtinut

pentru suportul S9, avand urmatoarea compozite: 50 % Cs, 50 % Col si raportul Ca/P = 1,65.
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5.2.6. Interactiunea suporturilor cu fluide de interes biologic

Valorile gradului de retentie obtinute pentru suporturi sunt prezentate in Tabelul 5.3 si
Figura 5.7. Valorile mari ale gradului de retentie pot fi explicate de structura poroasa a
suporturilor, doveditd de datele SEM, precum si de proprietdtile hidrofile ale celor trei

biopolimeri utilizati la fabricarea suporturilor.
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Figura 5.7. Grad de retentie PBS in functie de compozitia initiald a compozitelor

Se poate afirma ca o parte din PBS interactioneaza cu matricea polimericd, iar o alta
parte este retinuta fizic in porii suporturilor. Initial, din PBS moleculele de H,O intra in
suporturi prin pori pentru a umple spatiile interne. Pe de alta parte, numarul de grupe polare
este, de asemenea, un factor important care afecteaza hidrofilia materialului [182]. Adaugarea

de fosfati de calciu Tn compozitia suporturilor duce la o scadere a gradului de retentie.

5.2.7. Degradare enzimatica in vitro a suporturilor

Pentru studiile de degradare in vitro s-a utilizat degradarea enzimaticd, utilizind un
amestec de doud enzime: lizozim si colagenaza. Metoda de lucru utilizata a fost aceeasi ca cea
utilizatd pentru degradarea suporturilor obtinute §i caracterizate in capitolul 4: 10 mg din
fiecare proba s-a imersat in 5 ml solutie de PBS cu lizozim (1200 pg/ml) si colagenaza (100
pg/ml) aflatd intr-o membrana de dializa, introdusd apoi in 10 ml din acelasi PBS, dupa care

au fost incubate la 37°C. La intervale de timp prestabilite s-a extras si analizat un volum din
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cei 10 ml PBS in vederea determinarii concentratiilor de chitosan degradat, respectiv de

colagen degradat.

5.2.7.1. Determinarea concentratiei de chitosan degradat

Concentratia de chitosan degradat a fost analizatda la 2 ore, 48 ore, 7 zile si 14 zile,

datele obtinute in urma studiului fiind prezentate in Figura 5.8.
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Figura 5.8 Concentratia de chitosan degradat pentru suporturile S5 — S9
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Comparand valorile obtinute nu s-a observat o dependenta clara a vitezei de degradare
Cu concentratia de chitosan, chiar dacd toate materialele sunt degradate treptat.
Comportamentul se datoreaza interactiunilor ionice ale chitosanului cu colagenul si fosfatii de

calciu care modifica conformatia situsului de legare pentru lizozim [183].

5.2.7.2. Determinarea concentratiei de colagen degradat

Hidrolizarea colagenului din suporturi, catalizata de colagenaza, enzima implicata in
procesul de degradare al acestei proteine in vivo, are doui etape. Intr-o prima etapa, enzima se
ataseaza la suport si apoi rupe situsurile care corespund structurilor de aminoacizi pentru care
enzima are specificitate. Conditiile de mediu (pH, tarie ionica, inhibitori de enzime) si
caracteristicile materialelor (compozitie, structurd supramoleculara si porozitate) sunt
parametri care dicteazd viteza de degradare si biointegrarea controlatd a suportului. Toate
suporturile au fost degradate in timp, cu viteze diferite. Concentratia de colagen degradat a
fost analizata la 4 ore, 48 ore, 72 ore si 7 zile, datele obtinute in urma studiului fiind

prezentate in Figura 5.9.
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Figura 5.9. Concentratia de colagen degradat pentru suporturile S5 — S9

5.2.8. Citotoxicitatea in vitro a suporturilor

5.2.8.1. Testul MTT

59

Citotoxicitatea in vitro a suporturile obtinute a fost analizata utilizand un test MTT, test

ce a oferit informatii despre viabilitatea a trei linii diferite de celule: fibroblate, celule STEM

si osteoblaste (Figura 5.11), la contactul direct cu fragmente de suporturi.

Rezultatele obtinute indica lipsa citotoxicitatii suporturilor asupra fibroblastelor,

valorile viabilitatii celulare fiind mai mari de 80%, pentru toti cei trei timpi de contact.
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Figura 5.11. Viabilitatea celulard in urma contactului direct cu suporturile S1, S3, S13:

A. Celule stem, B. Osteoblaste
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Tn urma contactului direct al suporturilor pentru 24 ore, 48 ore, respectiv 72 ore cu
celule stem, rezultate redate in Figura 5.11.A, s-au obtinut valori ale viabilitatii celulare ce
cresc in timp, ajungand la 72 ore la valori de 97 % (S1), 98 % (S13) si 99 % (S3) ceea ce
indica 0 buna citocompatibilitate a materialelor.

Suporturile S1, S3 si S13 au fost aduse in contact direct si cu osteoblaste, rezultate fiind
redate in Figura 5.11.B, valorile de viabilitate celulara incadrandu-se dupa 72 ore de contact,
intre 78% si 92%, sugerand faptul ca suporturile S1 si S3 prezintd o compatibilitate tisulara

adecvata.

5.2.9. Toxicitatea in vivo a suporturilor

Dupa Hench si Best, daca biomaterialul este (I) toxic, tesuturile din jur mor; (II) netoxic
si biologic inactiv (aproape inert), apare un tesut fibros de forma si grosime variabild; (III)
netoxic si biologic activ (bioactiv), se produce o legiturd interfaciald stransd material-
structura biologicd; (IV) netoxic si se dizolva, tesuturile din jur 7l inlocuiesc [185].

In cazul bioimplanturilor, diferite tipuri de celule interactioneaza si conduc la raspunsuri
specifice, iar intelegerea acestor mecanisme ne conduc cdtre realizare unor suprafete de
implant cu o mult mai mare compatibilitate cu structurile biologice.

Toxicitatea in vivo a suporturilor din acest lot a fost studiatd pe soareci femele din linia
CD1, in varsta de 6 saptamani si cu greutatea medie de 28 = 3 grame, intr-o stare de
intretinere foarte bund, gazduititi in conditiile adecvate.

Pentru implant, materialele au fost sectionate sub forma unor discuri cu diametrul de 15
mm (A = 176,71 mm?), apoi au fost sterilizate prin expunerea la radiatii ultraviolete timp de
10 minute. Animalele au fost grupate in 3 loturi: lotul 7 (corespunzator suportului S7), lotul 8
(corespunzator suportului S8) si lotul 9 (corespunzator suportului S9), fiecare lot cuprinzand
un numar de 12 animale. Durata studiului a fost de 64 de zile. La finalul primelor 48 ore de
experiment au fost sacrificati cite 3 soareci din fiecare lot (7, 8, 9), apoi cate alti 3 din fiecare
lot la intervale de 12, 34, respectiv 64 de zile.

Reactia organismului, este evidentd in primele 48 de ore de la implantare, manifestata
printr-un proces inflamator accentuat la suporturile S7 (Figura 5.13) si S8 (Figura 5.14), si
mai redus ca intensitate in cazul suportului S9. Se constata un aflux celular semnificativ,
reprezentat de macrofage, neutrofile, leucocite, rare limfocite, fibroblaste si fibre de colagen.
Infiltratul inflamator a fost mai redus, caracterizat prin prezenta de rare leucocite, neutrofile

si macrofage, la S9. La 10 zile de la prima evaluare (12 zile de la debutul experimentului), la
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suporturile S7 si S8, reactia fibroasa periferica este mai intens exprimata prin fibroblaste si

fibre de colagen cu orientare concentrica.

12 z1le

Figura 5.13. Suportul S7 la 48 ore, 12 zile, 34 zile si 64 zile post-implantare. Col. tricromicd Masson

Dupa 64 de zile de la implantare, se inregistreaza o tendinta evidentd de asimilare si
resorbtie a celor trei tipuri de biomateriale si delimitarea acestora in insule mici izolate de

tesut fibros.

Figura 5.14. Suportul S8 la 48 ore, 12 zile, 34 zile si 64 zile post-implantare. Col. tricromica Masson
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Raspunsul organismului, a fost unul normal pentru toate suporturile, caracterizat printr-

o reactie inflamatorie acutd, a carei intensitate s-a redus dupa primele 48 de ore.

5.3. Concluzii

v Datele FTIR au evidentiat prezenta de picuri caracteristice pentru toate
componentele suporturilor. Suporturile au fost sterilizate prin expunere la radiatii UV timp de
4 ore. Comparand datele FTIR pentru suporturile expuse la UV si cele ne-expuse, nu s-au
observat diferente, benzile reprezentative ale gruparilor functionale specifice componentelor
suporturilor avand valori foarte apropiate sau chiar egale.

v Datele XRD si EDS au determinat tipurile de fosfati de calciu formate pe
matricea polimericd, cele mai reprezentative forme identificate fiind: fosfat dicalcic —
CaHPO4, hidroxiapatita — Ca;o(POa)s - (OH); si fosfatul tetracalcic — Cas(PO.).0.

4 Datele SEM, au evidentiat structura poroasd a materialelor, CP si MNPs fiind
distribuite uniform in matricea polimerica. Ca si in cazul datelor FTIR s-a studiat in paralel si
morfologia suporturilor expuse la radiatii UV, demonstrandu-se ca acest tip de sterilizare nu
influenteaza morfologia acestora. Un studiu mai detaliat al morfologiei a fost efectuat cu
ajutorul analizei microCT.

v Valorile obtinute pentru modulul Young se situeaza in intervalul 76,28 MPa —
279,47 MPa. Rezultatele sunt incurajatoare, deoarece pentru osul spongios, acest parametru se
incadreaza intre 20 MPa si 500 MPa. In ceea ce priveste proprictitile magnetice ale
suporturilor, s-a calculat magnetizarea, valorile obtinute fiind cuprinse intre 22,41 si 67,33
emu/g. Aceste valori indica faptul cu suporturile sunt superparamagnetice.

v Gradul de retentie al fluidelor in suporturile compozite are valori foarte mari,
cuprinse ntre 945 % si 2248 %, valori corelate cu structura poroasa si proprietatile hidrofile
ale biopolimerilor din compozitie. Degradarea enzimatica a suporturilor s-a realizat cu o
vitezd constantd in timp, atat pentru Cs cat si pentru Col.

v Citotoxicitatea in vitro a suporturilor a fost testata pe trei linii celulare diferite:
fibroblaste, osteoblaste si celule STEM. Un test MTT standard a fost realizat la 24 ore, 48 ore
si 72 ore, la fiecare timp calculandu-se viabilitatea celulara. Suporturile nu au efect citotoXic
asupra celulelor, cele mai bune rezultate fiind observate pentru celulele STEM.

v Toxicitatea in vivo a suporturilor a fost studiata pe o perioada de 64 zile de la
implantarea subcutanatd la soareci a fragmentelor sterilizate de suporturi. Analizand in
amanunt datele histologice obtinute la diverse intervale de timp, la sfarsitul testului s-a ajuns

la concluzia ca suporturile nu au efect toxic in vivo.
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Capitol 6. Studii privind reproductibilitatea metodei de preparare a
suporturilor biomimetice pe baza de biopolimeri i fosfati de calciu cu
incluziune de particule magnetice si utilizarea acestora in radio-chimioterapia
tumorilor osoase maligne

6.1. Reproductibilitatea metodei de preparare a suporturilor biomimetice pe baza

de biopolimeri si fosfati de calciu, cu incluziune de particule magnetice

Reproductibilitatea este una din ipotezele de bazad in experimentele stiintifice. Daca un
experiment nu este reproductibil, rezultatele lui nu poate fi dovedite deci, prin urmare, nu pot
fi acceptate. In ceea ce priveste reproductibilitatea rezultatele stiintelor biomedicale, problema
principald este datd de complexitatea proceselor de cercetare stiintifice.

In capitolele 4 si 5 au fost prezentate prepararea si caracterizarea a doud loturi de
suporturi, ambele fiind realizate printr-un procedeu biomimetic de co-precipitare.

Diferenta dintre cele doud loturi de material este data de modalitatea de incluziune a
particulelor magnetice in etapa de sinteza a suporturilor, obtinandu-se in cele din urma:

» Lot numarul 1: Suporturi biomimetice pe bazi de biopolimeri (chitosan, colagen, acid
hialuronic) si fosfati de calciu cu incluziune de particule magnetice sub forma uscata;
» Lot numirul 2: Suporturi biomimetice pe bazi de biopolimeri (chitosan, colagen, acid

hialuronic) si fosfati de calciu cu incluziune de suspensie coloidali de particule magnetice.

6.1.1. Obtinerea suporturilor

In urma unor analize riguroase ale celor doud loturi de suporturi, lotul numarul 2 s-a
dovedit a avea proprietati adecvate pentru aplicatia vizata, iar din acest lot, suportul numarul 9
— S9 s-a dovedit a fi cel mai aproape de un suport ideal.

Astfel, pentru a demonstra reproductibilitatea metodei, obiectivele urmatoare au fost
obtinerea si caracterizarea a 7 suporturi avind compozitia teoretica a suportului 9; suporturile

obtinute au fost notate S9.1 — S9.7.

6.1.2.1. Structura chimica a suporturilor

Rezultatele redate in Figura 6.1. indica prezenta picurilor caracteristice tuturor
componentelor, cei trei biopolimeri, fosfatii de calciu si nanoparticule magnetice [136]. Dupa

cum se poate observa in Figura 6.1. suporturile analizate prin FTIR au structurd chimica
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asemanatoare, componentele din structura lor avand benzile reprezentative apropiate sau chiar

egale.
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Figura 6.1. Spectre FTIR pentru suportul S9.2 si suportul S9.7

6.1.2.2. Morofologia suporturilor

Morfologia suporturilor a fost analizatad in ansamblu cu ajutorul SEM (Figura 6.2.). Nu
se observa diferente de morfologie intre suporturile analizate, o structura tridimensionald cu

pori intercomunicabili fiind identificata la ordine de marire diferite.

59.2

Figura 6.2. Imagini de microscopie electronica pentru suportul 89.2 si suportul S9.7, la diferite
grade de marire
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6.1.2.3. Proprietitile mecanice ale suporturilor

Rezultatele experimentale sunt prezentate in Figura 6.4. Valorile obtinute pentru
rezistenta la compresiune se situeaza in jurul valorii de 5,8 MPa, iar valorile modulului Young
sunt cuprinse intre 215 MPa si 220 MPa, valori determinate in mare parte de porozitatea
ridicata a compozitelor obtinute prin procedeul de liofilizare. Se observa valori apropiate ale
rezistentei la compresiune a suporturilor, precum si a modului Young calculat, metoda este

deci reproductibila si din punct de vedere al proprietatilor mecanice ale suporturilor obtinute.
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Figura 6.4. A. Rezistenta la compresiune a suporturilor; B. Modulul Young pentru suporturi

6.1.2.4. Interactiunea suporturilor cu fluide de interes biologic
Rezultatele obtinute in urma studiului de determinare a retentiei fluidelor de interes

biologic sunt redate in Figura 6.5.
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Figura 6.5. Grad de retentie PBS (%) pentru suporturile S9.1-S9.7
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Valorile mari ale gradului de retentie pot fi explicate de structura poroasa a suporturilor,
dovedita de datele de microscopie electronica de baleiaj (Figura 6.2). Acestea sunt cuprinse
intre 685% si 909%, cu o medie a valorilor obtinute de 781%. Aceasta diferentd de 224%
intre valoarea maxima si valoarea minima obtinute poate fi explicatd de faptul ca dimensiunea

porilor nu este uniforma, conform tabelului 6.2 aceasta este de 121 + 56, pentru suportul S9.4.
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6.1.2.5. Degradare enzimatica in vitro a suporturilor

Degradarea enzimaticd este cea mai utilizatd metodd de caracterizare a
biodegradabilitatii unui suport. Suporturile S9.1 — S9.7 au fost supuse degradarii enzimatice
determinandu-se concentratiile de chitosan si colagen degradat, la intervale stabilite.

Se observa o crestere graduala in timp a concentratie de chitosan degradat (Figura 6.6)
ceea ce indicd o degradare controlatd a suporturilor, proprietate foarte importantd pentru
aplicatia vizata, deoarece o viteza de degradare prea rapida implicd o refacere incompleta a
tesutului osos, iar o vitezd de degradare prea lentd, poate duce la o fracturd, sau la o
deformatie a osului. Se pot observa valori apropiate ale concentratie de chitosan degradat ceea

ce indica reproductibilitatea metodei de sinteza.
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Figura 6.6. Concentratia de chitosan degradat

In ceea ce priveste concentratia de colagen degradat, rezultatele sunt prezentate in

Figura 6.7. Se observa valori constante in timp ale concentratie de colagen degradat.
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Figura 6.7. Concentratia de colagen degradat
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Degradarea colagenului se realizeza gradual, pe masurd ce enzima, in cazul de fata
colagenaza, reuseste sa strabatd matricea anorganica formata din fosfati de calciu si sa ajunga
la matricea organicd, polimerica. Valorile obtinute pentru cele 7 suporturi analizate sunt

apropiate, procesul de degragare gradual fiind observata pentru toate cazurile.

6.1.2.6. Evaluarea citotoxicitatii in vitro a suporturilor

Fragmente de suporturi au fost puse in contact direct cu osteoblaste, rezultatele fiind
redate Tn Figura 6.8.A. Valorile obtinute pentru viabilitatea celulara sunt in jur de 80% pentru

toate intervalele de contact, ceea ce indica faptul sunt lipsite de citotxicitate.
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Figura 6.8. Viabilitatea celulara in urma contactului direct cu suporturilor:
A. Osteoblate; B. Fibroblaste
Tn urma contactului direct al suporturilor cu fibroblaste, rezultate redate in Figura 6.8.B,
s-au obtinut valori ale viabilitatii celulare ce cresc in timp, ajungand la 72 ore la valori de
aproximativ 100% suporturile analizate, ceea ce indica a foarte buna citocompatibilitate.

Pentru a reconfirma citotoxicitatii suporturile la contactul direct cu fibroblastele si
reproductibilitatea metodei de sinteza, s-a realizat si un test de viabilitate celulara cu calceina-

AM, rezultatele obtinute fiind prezentate in Figura 6.9.

CONTROL

Figura 6.9. Structura si morfologia celulelor cultivate pe compozite (72 ore, marcare Calcein AM)
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6.2. Studii privind potentiala aplicatie a suporturilor in radio-chimioterapia

tumorilor osoase maligne

Tratamentul tumorilor osoase maligne reprezintd o adevaratd provocare clinica,
deoarece rezectia chirurgicald a tumorii si radioterapia nu reusesc sa elimine complet tesutul
tumoral. In mod particular, protocolul de tratament al osteosarcoamelor incepe cu rezectia
chirurgicala a tumorii osoase primare si a eventualelor metastaze. Defectul osos obtinut este
acoperit cu un material de substitutie osoasd, pentru a preveni fracturile sau deformatiile
osoase [206]. Deoarce tumorile osoase sunt aproape imposibil de indepartat in totalitate,
interventiile chirurgicale sunt urmate de radio/chimioterapie [207]. Chimioterapia, care
precede de reguld celelalte doua tehnici, are efecte adverse semnificative si totodata, in unele
cazuri poate aparea o rezistenta la aceste medicament [204].

Radioterapia se incadreaza adesea in schemele de tratament a diferitelor tipuri de
cancer, rezultatele obtinute de-a lungul timpului in practica clinica fiind eficiente. Utilizand
radiatii ionizate, raze X, radioterapia genereaza stres oxidativ excesiv si induce denaturarea
ADN-ului, ce va conduce la moartea celulelor tumorale [208].

Suporturile obtinute in capitolele anterioare, au potential de a fi utilizate pentru
umplerea defectului osos rezultat dupd rejectia chirurgicald a tumorii, si pentru eliberarea
tintitd de chimioterapice incorporate in nanoparticulele magnetice din structura lor. Scopul
strategiilor experimentale descrise in cele ce urmeaza a fost testare potentialului suporturilor
obtinute de a fi utilizate in radio-chimioterapia tumorilor osoase maligne. Initial, suporturile
au fost expuse la radiatii X pentru a stabili influenta asupra structurii si proprietatilor acestora.
In etapa urmitoare, s-a studiat incircarea si eliberarea de chimioterapice (doxorubicind —

DOX) din nanoparticulele magnetice incluse in suporturi [213].

6.2.1. Obtinerea suporturilor

Sase suporturi au fost preparate dupd protocolul descris in capitolul 5. Pe scurt,
suporturile au fost obtinute prin co-precipitarea CaCl, si a NaH,PO, pe un substrat de
biopolimeri (Cs, Col, Hya) si MNPs, in prezenta unei solutii apoase de amoniac (NH4OH). Tn
tabelul 6.3 sunt detaliate codificarile, compozitia si caracteristicile distinctive ale suporturilor.

Suporturile preparate au fost testate in vederea unei potentiale utilizari in radio-

chimioterapia tumorilor osoase maligne, tehnica redata schematic in Figura 6.12.

34



Tabel 6.3. Codificarea si compozitia suporturile obtinute si caracteristica lor distinctiva

Suport bic(:)(;I(l)llﬁi)r(LZeigzé Ca/P Cgrelcl\jnl\tlr:ga Caracteristica distinctiva
S5 28.79% Col, 71.21% Cs 1.65 5% MNPs Control
S9 50 % Cs, 50% Col 1.65 5% MNPs Control
S5R 28.79% Col, 71.21% Cs 1.65 5% MNPs Iradiate cu raze X
S9R 50 % Cs, 50% Col 1.65 5% MNPs Iradiate cu raze X
S5-DOX | 28.79% Col, 71.21% Cs 1.65 5% MNPs-DOX MNPs incércate cu DOX
S9-DOX 50 % Cs, 50% Col 1.65 5% MNPs-DOX MNPs incércate cu DOX
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Figura 6.12. Obtinerea suporturilor si aplicarea in tratamentul tumorilor osoase maligne utilizand
tehnici de radioterapie si chimioterapie

6.2.2. Tehnica de iradierea cu raze X a suporturilor

Iradierea suporturilor cu raze X s-a realizat cu ajutorul dispozitivului CT-Sim Siemens
(figura 6.10), respectand parametrii si conditiile utilizate Tn cazul metastazelor osoase, fiind
aplicata o doza de radiatii de 8 Gy/fractiune unica [214-216]. Planul de tratament a fost
realizat utilizand software-ul Eclipse™ Planning Treatment System. Pentru o distributie
omogend a dozei in volumul materialului, a fost plasat un bolus de 10 mm grosime pe
suprafata materialului, rezultdnd o includere suficientad in izodoza 95 (prezentatd in verde, in

Figura 6.10.B) pentru V2.
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Figura 6.10. A. Conturarea volumului tintd pe imaginile CT ale esantionului; B. Distributia dozei de
radiatii in volum de suport dupa aplicarea bolusului

6.2.3. Teste in vitro de incircare/eliberare de medicament (doxorubicina)

In vederea incarcirii cu medicament a nanoparticulele magnetice intr-o suspensie
coloidald de 1% MNPs in apd s-a solubilizat doxorubicind, astfel incit concentratia de
medicament sa fie 0.125 %, nanoparticulele astfel obtinute fiind notate cu MNPs-DOX.
Suspensia finala a fost utilizata la prepararea suporturilor S5-DOX si S9-DOX, conform
datelor experimentale din tabelul 6.3.

Pentru evaluarea suporturilor s-au analizat: structura si morfologia acestora, eliberarea
controlata de medicamente antitumorale si citotoxicitatea in vitro la contactul direct cu celule
tumorale. Structura chimica a suporturilor preparate a fost analizata cu ajutorul spectroscopiei
FTIR, iar morfologia lor cu ajutorul microscopiei electronice SEM.

Pentru suporturile S5, S5R, S9, SOR a fost analizata interactiunea cu PBS (grad de
retentie maxim PBS) si s-au efectuat studii de degradare in vitro utilizdnd un amestec de
enzime: lizozim (1200 pg/ml) si colagenazd (100 pg/ml). De asemenea, a fost studiata
citotoxicitatea suporturilor sterilizate (expuse la o ora la radiatiile UV) utilizdnd celule osoase
din linia MG-63. Un test MTT standard a fost efectuat la 24, 48 si 72 de ore si a fost calculata
viabilitatea celulara.

Pentru suporturile S5-DOX si S9-DOX s-a analizat eliberarea de medicament in vitro si
interactiunea cu celule MG-63. Suporturile au fost sterilizate tot prin expunere la UV pentru o
ord, dupd care au fost puse in contact direct cu celulele. In paralel o solutie stoc de
doxorubincina a fost preparata in conditii sterile, diferite concentratii fiind analizate din punct
de vedere al interactiunii cu acelasi tip de celulele. Viabilitatea celulara a fost calculata cu

ajutorul unui test MTT standard.
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6.2.4. Rezultate si discutii
6.2.4.1. Structura chimica si morfologia suporturilor

Analiza FTIR a fost utilizata pentru studiul structurii chimice a suporturilor, rezultatele
fiind redate in Figura 6.13.

Tntre suporturile iradiate si neiradiate (Figura 6.13.A) nu se observa diferente de
structurd chimicd, benzile de absorbtie caracteristice biopolimerilor, nanopaticulelor
magnetice si fosfatilor de calciu fiind observate in toate spectrele FTIR. In ceea ce priveste
biopolimerii, se pot observa urmitoarele picuri caracteristice: 3439 cm™, 3434 cm™ si 3489
cm™ pentru gruparea hidroxil, 2925 cm™, 2924 cm™ si 2927 cm™ pentru -CH,; 1652 cm™,
1654 cm™ si 1649 cm™ pentru amida I, 1552 cm™ si 1554 cm™ pentru amida 11 [219].
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Figura 6.13. Spectrele FTIR ale suporturilor

Spectrele FTIR ale suporturilor continind MNPs-DOX si al DOX sunt redate in Figura
6.13.B. Spectrul DOX prezinta urmitoarele benzi caracteristice: 2929 cm™ pentru vibratia de
intindere a legaturii C-H, 1730 cm™ pentru vibratia de intindere a legaturii C=0, 1617 cm™ si
1525 cm™ pentru legitura N—H, 1411 cm™ pentru vibratia de intindere a legaturii C—C si 1286
cm™  pentru vibratia de intindere a legaturii C—O—C. O parte din aceste benzi au fost
observate si pe spectrele corespunzatoare suporturilor S5-DOX si S9-DOX ceea ce confirma
prezenta medicamentului alaturi de celelalte componente ale suporturilor.

Morfologia suporturilor realizate cu scopul de a fi utilizate In regenerarea osoasd este o

caracteristica foarte importanta de care trebuie sa se tind cont in procesul de sintezd. Aceste
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suporturi trebuie sa aiba porozitatea si dimensiunea porilor adecvate aplicatiei vizate. Retelele
cu pori interconectati influenteaza puternic procesul de nutritie a celulelor, proliferarea si

migrarea acestora, precum si vascularizare suportului [220].

6.2.4.2. Interactiunea suporturilor cu fluide de interes biologic si degradarea

enzimatica a acestora

Rezultatele obtinute cu privire la interactiunea suporturilor cu fluide de interes biologic
sunt prezentate in Figura 6.15. Diferenta dintre valorile gradului de retentie pentru S5 si SSR
este de aproximativ 45%, iar intre S9 si S9R este nesemnificativa. In cazul suporturilor S5 si

S5R diferentd poate fi explicatd de dimensiunea neuniforma a porilor, la fel ca si in cazul
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Figura 6.15. Gradul de retentie a PBS-ului Tn suporturile iradiate si acelor neiradiate

Degradarea enzimatica a suporturilor a fost studiatd utilizand un amestec de doua
enzime: lizozim si colagenaza. Potrivit lui Brouwer si colaboratorii [221], concentratia de
lizozima in serul uman este de 950-2450 pg/L, dar niveluri crescute pot fi observate in bolile
benigne: bolile inflamatorii intestinale, unele afectiuni hematologice (policitemia vera,
mielomul multiplu) si procesele maligne cum ar fi leucemiile [222]. In ceea ce priveste aceste
date din literatura, s-a ales o concentratie de 1200 pg/ml, dat fiind ca suporturile sunt destinate
tratamentului tumorilor osoase si, probabil, un nivel ridicat de lizozim va fi gasit in os.
Deoarece colagenul este cea mai predominantad proteind din corpul uman, nivelurile de
colagenaza sunt greu de masurat cu precizie, aceastd enzimd fiind gasitd in toate tesuturile/
organele in care existd colagen. Colagenaza interstitiala are un rol-cheie in remodelarea
normald si patologicd a matricelor extracelulare colagen, inclusiv a tesutului osos si a

tesutului conjunctiv [224].
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Rezultatele studiului au fost redate in Figura 6.16.A — reprezentand cantitatea de

chitosan degradat si 6.16.B — reprezentand cantitatea de colagen degradat.
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Figura 6.16. A. Concentratia de chitosan degradat; B. Concentratia de colagen degradat

Se observa in ambele cazuri o crestere graduala a cantitatii de polimer degradat,
chitosan, respective colagen. Valorile obtinute sunt comparabile, ceea ce indica ca radiatiile X
nu influenteaza nici interactiunea suporturilor cu fluide biologice simulate, in cazul de fatd un

amestec de enzime in PBS ( pH=7.2, 0.01M).

6.2.4.3. Citotoxicitatea in vitro a suporturilor

Citotoxicitatea suporturilor a fost analizata prin metoda contactul direct a suporturilor
cu osteoblastele liniei MG-63 (Figura 6.17). La 72 ore de la contactul direct al celulelor cu
fragmente de suport se observa o diferentd de aproximativ 10 procente intre suporturile care
nu au fost expuse radiatiilor si cele care au fost expuse. Rezultatul nu trebuie interpretat ca
fiind negativ, in conditiile in care rolul radiatiilor este de a distruge ceulele tumorale,
osteoblastele Mg-63 fiind o linie de celule tumorale (osteosarcoame). Radiatiile au fost
absorbite de aceste suporturi, cu o posibila formare de radicali liberi, fara insa a influenta
structura lor chimica, morfologia si interactiunea cu medii biologice simulate.

In ceea ce priveste eliberarea in vitro a DOX din suporturi, o eliberare treptata poate fi
observata (Figura 6.18). Sistemele magnetice de eliberare controlata a medicamentelor au
multiple avantaje fata de metodele normale, cum ar fi capacitatea de a viza un anumit loc tinta
in organism si reducerea cantittii de medicament necesard pentru a atinge o anumita
concentratie la locul tinta, ceea ce implica o reducere a concentratiei medicamentului in

organele din vecinatate, fiind minimizate efectele secundare [226].
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Doxorubicina - DOX este un medicament pentru tratamentul metastazelor osoase si a
tumorilor osoase, utilizarea sa fiind limitata de efectele secundare sistemice. DOX este un
antibiotic antraciclinic, care, la nivel molecular, interactioneaza cu ADN-ul si interfereaza cu

sinteza acidului nucleic, avand efect asupra transcriptiei ADN-ului [227, 228].
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Figura 6.17. Viabilitatea celulara a osteoblastelor Figura 6.18. Curbele cinetice de eliberare a
n urma contactului direct cu suporturile DOX din suporturi

Pentru suportul S5-DOX eliberarea a fost mai constanta in timp. De remarcat este faptul
ca aceast suport are o cantitate considerabild de chitosan in compozitie, comparativ cu S9-
DOX. Trebuie reamintit fapul ca toate MNPs utilizate in teza de fatd au fost acoperite cu

chitosan pentru o mai buna citocompatibiliate si pentru a putea lega principii active.

6.2.4.5. Interactiunea cu celule a suporturilor continAnd MNPs-DOX si a

medicamentului antitumoral

Interactiunea suporturilor preparate in sub-capitolul de fata a fost studiatd in paralel cu
interactiunea suporturilor farda medicament incorporat. S-a optat pentru contactul direct al
fragmentelor de suport, iar drept celule tumorale, s-au utilizat tot osteoblaste din linia MG-63.
Rezultatele studiului sunt redate in Figura 6.18. Viabilitatea celulard a suporturilor a fost
aproape de 100% la primii 2 timpi de contact: 24 si 48 ore, atat pentru suporturile cu
medicament cit si pentru cele fira medicament. Insi la 72 ore de contact a suporturilor cu
osteoblastele s-a observat o scadere semnificativa a viabilitatii acestora, valorile obtinute
fiind: 64% pentru S5-DOX, respectiv 75% pentru S9-DOX, pentru suporturile fara DOX
valorile au scazut nesemnificativ. Aceastd scadere bruscd de viabilitate, ar putea fi explicatd
de faptul cu DOX este eliberata treptat din suporturi la un raport relativ scazut; proprietatea de

eliberare lenta a DOX poate fi utilizata si pentru alte medicamente anti-tumorale puternice sau
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combinatii de medicamente care ar putea fi transportate la zona tinta si eliberate la un raport
optim in tesutul tumoral [232].
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Figura 6.18. Viabilitatea celulard a osteoblastelor in urma contactului direct A. Cu solutii de
DOX de concentratii diferite; B. Cu suporturile avand DOX in compozitie si a celor fara DOX
6.3. Concluzii
v

Pentru a demonstra reproductibilitatea metodei, au fost preparate 7 suporturi avand
compozitia teoretica a suportului S9 si caracterizate din punct de vedere al structurii chimice
si a compozitiei, din punct de vedere al morfologiei, s-a urmarit comportamentul suporturilor
in fluide de interes biologic, degradarea acestora si s-au analizat proprietatile mecanice.
Citotoxicitatea suporturilor a fost analizata printr-un test MTT si marcare a celulelor viabile
cu Calceina-AM. Toate analizele mentionate au demonstrat faptul cd metode de preparare

propusa este reproductibila.

v In a doua parte a studiului s-a testat potentiala aplicatie a suporturilor in radio-

chimioterapia tumorilor osoase maligne. Tn primul rand, s-a demonstrat ci o doza de radiatii
X, similard cu cea utilizatd in cazul iradierii metastazelor osoase, nu a influentat
caracteristicile suporturilor cum ar fi structura, morfologia, proprietatile de degradare in vitro
si citotoxicitatea in vitro. Suporturile continand MNPs incarcate cu DOX, un medicament
chimioterapeutic pentru tratamentul metastazelor si a tumorilor osoase, au prezentat o
eliberare graduala si lenta a DOX, sugerand ca aceste suporturi pot fi luate In considerare

pentru studii viitoare in terapia combinata a tumorilor osoase maligne.
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Concluzii generale

v Osul este un tesut care are capacitatea de regenerare si reparare proprie in cazul unor
afectiuni minore, fiind supus de-a lungul vietii la procese biologice complexe de crestere,
modelare si remodelare.

v Obiectivul central al lucrarii de fatd a fost obtinerea si caracterizarea de suporturi
compozite printr-un procedeu biomimetic de co-precipitare a precursorilor de fosfati de calciu
pe un amestec de biopolimeri si nanoparticule magnetice, pentru a fi testate in regenerarea
osoasd. Biopolimeri utilizati au fost: colagen, chitosan, acid hialuronic, albumind serica
bovina si gelatina, iar fosfatii de calciu au fost obtinuti din precursori, pornindu-se de la un
raport teoretic Ca/P comparabil cu cel identificat in osul uman. Nanoparticulele magnetice au
fost incluse pentru studii ce au vizat incorporarea si eliberarea controlatd de principii
biologice.

v Pentru stabilirea compozitiei optime s-au realizat in paralel suporturi pe bazd de
biopolimer/ amestecuri diferite de biopolimeri (chitosan, chitosan — acid hialuronic, chitosan —
albumina sericd bovina si chitosan — gelatind) si fosfati de calciu obtinuti din precursori,
raportul teoretic Ca/P fiind de 1.65. Trei concentratii diferite de nanoparticule (1 %, 3 %, 5 %)
au fost ncorporate pe rand in sinteza celor patru tipuri de suporturi. S-a calculat magnetizarea
suporturilor, concentratia de 5% fiind cea mai apropiata de datele regasite in alte studii avand
aceleasi obiective. Studiile privind interactiunea suporturilor cu fluide de interes biologic,
solutii enzimatice si celule au indicat o corelatie intre porozitatea materialelor si proprietatile
de interactiune cu fluide si medii biologice.

v Avand in vederea datele obtinute anterior obiectivul urmator a fost optimizarea
compozitiei, motiv pentru care s-au obtinut si caracterizat suporturi pe baza de colagen —
chitosan — acid hialuronic, nanoparticule magentice si fosfati de calciu. S-a selectat
concentratia de 5 % MNPs pentru a fi inclusa in etapa de sinteza, particulele fiind introduse in
forma uscata. S-a utilizat un program experimental cu doua variabile, acest lot fiind notat cu
lot numarul 1. O parte din proprietédtile suporturilor au fost studiate in paralel cu cele ale
suporturilor expuse la radiatii UV timp de 4 ore, in vederea identificarii eventuale modificari
survenite dupa aceastd procedurd de iradiere, folositd in practica clinica/preclinica pentru
sterilizare. Caracterul netoxic al suporturilor a fost evidentiat si in vivo, dupa ce fragmente de
suporturi au fost implantate subcutanat la soareci. Dupd 21 zile acestia au fost sacrificati, iar
fragmentele de tesut cu implant au fost analizate macroscopic si microscopic, confirméand

proprietati adecvate de interactiune cu tesuturile biologice.
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v Respectand compozitia de biopolimeri si fosfati de calciu precum si concentratia de
MNPs un lot nou a fost realizat, diferenta fata de cel descris anterior fiind data de metoda de
includere a MNPs si anume au fost introduse sub forma de suspensie coloidald in apa,
urmarindu-se obtinerea unei distributii mai uniforme a acestora in structura suporturilor,
reprezentand lot numadrul 2. S-au utilizat aceleasi tehnici de caracterizare ca cele descrise la
punctul anterior. Tn plus, un studiu mai detaliat al morfologiei a fost realizat cu ajutorul
analizei microCT.

v Proprietatile mecanice ale suporturilor sunt comparabile cu cele ale tesutului osos
spongios, iar din punct de vedere al proprietatilor magnetice, suporturile sunt
superparamagnetice. Interactiunea in vitro a suporturilor cu celule a fost testata pe:
fibroblaste, osteoblaste si celule STEM. Citotoxicitatea in vivo a suporturilor a fost studiata pe
soareci femele din linia CD1. Experimentul s-a desfasurat pe o perioada de 64 zile de la
implantarea subcutanata a fragmentelor sterilizate de suporturi, iar in final s-a ajuns la
concluzia ca suporturile nu au efect toxic in vivo.

v Pentru evaluarea reproductibilitatii metodei de obtinere, sapte suporturi avand
compozitia teoretica a compozitului S9 din lot 2, au fost preparate si caracterizate din punct
de vedere al structurii chimice si a compozitiei, din punct de vedere al morfologiei, s-a
urmarit comportamentul suporturilor in fluide de interes biologic, degradarea acestora si s-au
analizat proprietatile mecanice. Citotoxicitatea suporturilor a fost analizata printr-un test MTT
si printr-un test de viabilitate celularda cu Calceind-AM. Toate analizele mentionate au
demonstrat faptul ca metode de preparare propusa este reproductibila.

v Potentiala aplicatie a suporturilor in radio-chimioterapia tumorilor osoase maligne a
fost studiata imtr-o ultima etapa. Initial, s-a demonstrat ca o doza de radiatii X, similara cu cea
utilizatd in cazul iradierii metastazelor osoase, nu a influentat caracteristicile suporturilor cum
ar fi structura, morfologia, proprietitile de degradare in vitro si citotoxicitatea in vitro.
Suporturile continind MNPs incarcate cu DOX, un medicament chimioterapeutic pentru
tratamentul metastazelor osoase si a tumorilor osoase, au prezentat o eliberare graduald si
lentd a DOX, sugerand ca aceste suporturi pot fi luate in considerare pentru studii viitoare in

terapia combinatd a tumorilor osoase maligne.
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