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1. STADIUL ACTUAL AL DEZVOLTARII iN DOMENIU

1.1. Cancerul osos: perspective clinice, terapeutice si solutii inovatoare in ingineria
tesutului

Osul este un tesut mineralizat activ, implicat In sustinerea organismului, hematopoieza si
homeostazia minerald. Osteosarcomul (Fig.1) este cea mai frecventd tumora osoasda maligna, cu
incidenta crescutd la adolescenti si seniori, localizatda mai ales la nivelul oaselor lungi. Se
caracterizeaza prin productia de osteoid malign, durere localizata si risc de fracturi patologice.
Metastazele apar frecvent la nivelul plamanilor, iar supravietuirea la 5 ani ramane modesta (~54%,
respectiv ~20% in formele metastatice). Rata mare de recidiva evidentiaza necesitatea dezvoltarii

unor terapii mai eficiente si inovatoare [1-4].
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Figura 1. [lustratie schematica a cancerului osos (Sursa imaginii: Creat cu Biorender)

Osteosarcomul se trateazd prin combinarea chimioterapiei, interventiei chirurgicale si
radioterapiei. Chimioterapia sistemicd reduce tumora, dar este limitata de rezistenta celulelor
tumorale si efectele secundare. Chirurgia cu rezectie largd asigurd controlul local, fiind adesea
urmata de reconstructii cu endoproteze sau grefe osoase. Radioterapia are rol adjuvant sau paliativ,
mai ales in tumorile nerezecabile sau metastatice. In ciuda eficientei abordarilor conventionale,
limitdrile lor evidentiazd necesitatea dezvoltarii de terapii inovatoare mai sigure si mai eficiente
[5-7].

Osul este un material compozit cu fazd anorganicd (hidroxiapatitd) si organica (colagen),

iar matricea extracelulara regleaza formarea si remodelarea osoasa. Limitarile grefelor biologice
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au condus la dezvoltarea biomaterialelor, inclusiv scaffold-uri 3D pentru ingineria tisulara, care
sustin adeziunea si diferentierea celulelor. Structura si proprietdtile mecanice ale scaffold-urilor
influenteazad osteointegrarea si vascularizarea. Compozitele polimer—ceramicd, precum
colagen/hidroxiapatitd sau chitosan/hidroxiapatita, imita osul natural si promoveaza regenerarea
eficienta a tesutului osos [8-11].

Chimioterapia implicd agenti precum doxorubicina (DOX), cisplatind, metotrexat,
paclitaxel si 5-fluorouracil, adesea folositi in sisteme de eliberare tintitd (scaffold-uri,
nanoparticule) pentru eficienta si reducerea efectelor secundare. Stresul oxidativ, prin acumularea
speciilor reactive de oxigen (ROS), joacd un rol dublu in cancer: niveluri moderate favorizeaza
proliferarea, migrarea si supravietuirea celulelor tumorale, in timp ce niveluri ridicate pot induce
moartea celulelor canceroase. Polifenolii naturali (curcumind, acid cafeic (CA), resveratrol)
actioneaza ca antioxidanti, reducand ROS daunatoare si protejand ADN-ul, dar pot actiona si ca
pro-oxidanti in celulele canceroase, stimuland apoptoza. Astfel, polifenolii pot preveni initierea

cancerului prin neutralizarea ROS excesive si pot spori eficienta tratamentelor chimioterapice prin

inducerea stresului oxidativ selectiv in celulele tumorale [12-14].
2. CONTRIBUTII ORIGINALE

2.1. Obiective generale si specifice ale cercetarii

Obiectivul principal a fost obtinerea si caracterizarea unor materiale compozite inovative pentru
regenerarea tesutului osos afectat de tumori maligne si pentru tratamentul localizat al cancerului

0s0s, prin incdrcarea cu compusi naturali si sintetici cu efect sinergic.
Obiective specifice:

1. Obtinerea de grefe chitosan—hidroxiapatita si caracterizarea lor structurala (FT-IR, TG-
2. Sinteza de compozite colagen—hidroxiapatita reticulate si evaluarea absorbtiei apei,
stabilitatii enzimatica, caracterizarea morfologica si structurala (SEM, EDX, FT-IR, XRD,

TG-DSC), testarea mecanica si a activitatii antimicrobiene.
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3. Obtinerea de grefe colagen—hidroxiapatita incarcate cu doxorubicina si acid cafeic si

caracterizarea fizico-chimicad (absorbtie apa, degradare enzimatica, SEM, EDX, FT-IR,

.....

2.2. Materiale si metode

Sistemele compozite pe baza de chitosan si hidroxiapatitd (CS/HAp) au fost obtinute prin
dizolvarea chitosanului 1n acid acetic 1% pentru a forma o solutie de 2%, urmata de adaugarea
treptatd a precursorilor de hidroxiapatitd (Ca(OH). si (NH4):HPO4) pentru sinteza in situ. Gelul
rezultat a fost liofilizat pentru a pastra structura poroasa si caracterizat prin FT-IR, TG-DSC, SEM
si teste biologice de biocompatibilitate si viabilitate celulard. Compozitele pe baza de colagen si
hidroxiapatita (Coll/HAp) au fost sintetizate in rapoarte de 3:1 (seria I) si 1:1 (seria II) prin
amestecarea gelului de colagen 1% cu precursorii de calciu si fosfat pentru a forma hidroxiapatita
in situ (raport Ca/P = 1,67), urmata de reticularea gelului cu glutaraldehida, acid tanic sau genipina
si liofilizarea acestuia pentru obtinerea unor structuri poroase tip burete, fiind ulterior caracterizate
structural si morfologic. In final, grefele Coll/HAp 1:1 au fost incarcate cu doxorubicina (DOX)
si acid cafeic (CA), dupa reticularea cu genipind (GP), folosind doxorubicind dizolvatd in apa si
acid cafeic dizolvat in etanol, rezultdnd probele martor GP, Coll/HAp/DOX — 7A, Coll/HAp/CA —
8A, Coll/HAp/DOX/CA — 9A. Matricile poroase au fost obtinute prin liofilizare §i concepute

pentru a combina proprietdti regenerative cu activitate antitumorala.

2.3. Grefe compozite chitosan/hidroxiapatita pentru ingineria tesutului osos

Scopul studiului a fost dezvoltarea de sisteme compozite pe bazd de chitosan si hidroxiapatita
(CS/HAp) pentru regenerarea tesutului osos, obtinute prin sinteza in situ a hidroxiapatitei si
liofilizare. Analiza FT-IR (Fig.2) a confirmat prezenta gruparilor caracteristice atat pentru
componenta organica, ct si pentru cea anorganica, evidentiind interactiuni intre chitosan si HAp.
Banda larga din regiunea 3125-3325 cm ™ corespunde vibratiilor N-H si O—H, iar benzile 2864 si
2922 cm! reflecta intinderile legaturilor C—H. Maximele de la 1541 si 1402 cm™ indica vibratiile
amidei II si deformarile grupdrilor C—H sau carboxilice, iar banda de la 1643 cm™ corespunde
amidei [ (C=0). Prezenta hidroxiapatitei este confirmata prin benzile 655, 615, 560, 960 si 1018

cm™! specifice gruparii fosfat.
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Figura 2. Spectrele FT-IR ale CS (negru), CS/HAp 1:3 (rosu) si CS/HAp 3:1 (albastru)

Caracterizarea termogravimetrica (Fig.3) a aratat diferente in comportamentul termic al probelor
in functie de continutul de HAp, indicand etape multiple de degradare si interactiuni intre chitosan

si componentele minerale.
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Figura 3. Curbele TG-DSC pentru sistemele compozite pe baza de CS si HAp

Imaginile de microscopie electronica de baleiaj (Fig. 4) au evidentiat structura tridimensionald
poroasd a suporturilor CS/HAp, cu pori interconectati ce permit pétrunderea si proliferarea
celulara. Fibrele de chitosan, vizibile si in probele nemineralizate, devin mai groase si uniform
acoperite de faza anorganica dupa mineralizare. Tije nanometrice si sfere de hidroxiapatita cu
dimensiuni Intre 10-500 nm s-au dispersat uniform de-a lungul fibrelor, conferind o morfologie

adecvata pentru interactiunea cu celulele osteogenice. Aceastd combinatie de porozitate si
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distributie a fazei minerale sugereaza ca scaffold-urile pot sustine regenerarea tisulara si pot servi

drept suport pentru eliberarea controlata a compusilor activi.
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Figura 4. Imagini SEM ale structurilor de chitosan si chitosan/hidroxiapatita
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Rezultatele testelor de biocompatibilitate si citotoxicitate (Fig. 5) indica faptul ca sistemele

compozite CS/HAp sustin proliferarea osteoblastelor si prezintd un nivel foarte scazut de

citotoxicitate, confirmand siguranta lor pentru aplicatii in regenerarea tesutului osos si posibila

utilizare ca suport pentru eliberarea locald a medicamentelor.
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Figura 5. Viabilitatea osteoblastelor a) si citotoxicitatea sistemelor compozite b)

In concluzie, sistemele CS/HAp obtinute reprezinti candidati promititori pentru repararea

tesutului osos si dezvoltarea de platforme pentru eliberarea controlatd a medicamentelor.

2.4. Rolul agentilor de reticulare in dezvoltarea materialelor compozite colagen-

hidroxiapatita utilizate in ingineria tesutului osos

Studiul a vizat dezvoltarea de suporturi de colagen/hidroxiapatitd (Coll/HAp) reticulate cu

trei agenti diferiti, obtinute prin liofilizare dupa sinteza in sifu a hidroxiapatitei, pentru aplicatii in

ingineria tesutului osos. Capacitatea de absorbtie a apei (Fig. 6) a fost ridicatad pentru toate probele,

intre 23 s1 40 g/g, 1ar prezenta hidroxiapatitei a redus usor absorbtia, fara influentd semnificativa a

agentilor de reticulare. Degradarea enzimaticd prin imersarea in solutie de colagenaza (Fig. 6) a
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ardtat ca probele cu mai putind hidroxiapatitd se degradeaza mai rapid, in timp ce cele cu un

continut mai mare de HAp au prezentat degradare mai lentd datorita protectiei conferite de faza

minerala.
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Figura 6. Degradarea enzimatica a probelor compozite: (a) Seria I; (b) Seria II

Analiza morfologicd prin microscopie electronica de baleiaj (Fig. 7) a evidentiat o structura
spongioasd, cu pori interconectati de 50-300 pum, favorabild migratiei si proliferarii osteoblastelor.
Liofilizarea a imbunatatit morfologia matricei de colagen, iar probele reticulate cu genipind au fost
mai compacte. Distributia fazei anorganice a fost omogena, cu aglomerate Intre 1 si 50 um, iar

mineralizarea fibrelor de colagen a fost uniforma.

XD

(e) II.1 (H 1.2 (g) 1.3 (h) I1.4
Figura 7. Imaginile SEM obtinute pentru suporturile compozite (x100): (a) I.1, (b) 1.2, (c) 1.3, (d) 1.4, (e)
IL.1, (f) 1.2, (g) 11.3, (h) I1.4
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Analiza EDX a confirmat prezenta elementelor caracteristice hidroxiapatitei (Tabel 1), precum Ca,
P si O, raportul atomic Ca/P fiind de 1,68, apropiat de cel al hidroxiapatitei stoichiometrice, iar

cantitatile de Na si CI provin din procesul de productie si sunt non-toxice.

Tabel 1. Compozitia elementald a probei 11.4

Procent atomic % Eroare %

Element Procent masic %
CK 22.63 33.83 12.54
OK 43.26 48.55 11.18
Na K 3.03 2.37 14.86
PK 9.08 5.26 54
CIK 2.17 1.1 7.23
CaK 19.83 8.88 2

In ansamblu, probele prezentate combina porozitatea optima, distributia uniforma a fazei

minerale i stabilitatea structurald, ceea ce le face potrivite pentru utilizare ca suporturi osoase in

regenerarea tesutului afectat.

Absorbanta
Absorbanta

(a) Numar de unda (c-m'l) (b) Numir de undi (cm™)

Figura 8. Spectrele FT-IR ale materialelor compozite (a) Coll/HAp 3:1 si (b) Coll/HAp 1:1

Analiza FT-IR (Fig. 8) a confirmat prezenta atit a componentelor organice, cat si a celor
anorganice in probele Coll/HAp. Benzile caracteristice colagenului au fost identificate in regiunile
3293-1239 cm™!, corespunzatoare amidelor si gruparilor functionale N-H, C—H si C—N, in timp
ce benzile hidroxiapatitei au fost vizibile la 1026, 556 si 615 cm™, cu un mic varf la 950 cm™ si
un varf la 872 cm™, indicand prezenta brusitului si a carbonatului. Difractia de raze X (XRD) a

evidentiat formarea unei hidroxiapatite mai amorfe, similard cu osul natural, cu principalele

maxime la 20 = 26° si1 32° (Fig. 9).
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Figura 9. Difractogramele obtinute pentru suporturile ce contin Coll/HAp 1:1

Analiza termica (TG-DSC) (Fig. 10) a aratat pierderea apei slab legate pana la 135°C,

urmatd de denaturarea partiald a colagenului si oxidarea fragmentelor intre 135 si 400°C si

oxidarea masei carbonice si denisifcarea HAp si eliminarea gruparilor -OH dupa 400°C.

Continutul estimat de HAp estimat a fost de 19-22% pentru Coll/HAp 3:1 si 42-44% pentru

Coll/HAp 1:1.
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Figura 10. Curbele TG-DSC pentru seria I care contine Coll/HAp 1:3 (stanga) si pentru seria II care
contine Coll/HAp 1:1 (dreapta)

Materialele compozite pe baza de colagen si hidroxiapatita (Coll/HAp) au evidentiat valori

ale duritatii Shore A cuprinse intre 21 si 30 (Fig. 11 (a)), precum si un modul Young situat in

intervalul 37,5-98,5 kPa (Fig. 11 (b)), caracteristici specifice unor structuri moi si poroase. Aceste

proprietdti le recomanda pentru utilizarea ca scaffold-uri destinate regenerdrii osoase in stadiile

incipiente, in special la nivelul osului spongios. Cresterea proportiei de hidroxiapatita determina o

imbunatatire a rigiditatii si rezistentei la compresiune, Insd valorile obtinute raiman moderate, fiind

adecvate pentru zone cu solicitdri mecanice reduse. Modulul Young scazut favorizeaza procesele

10




MATERIALE COMPOZITE PENTRU TRATAMENTUL TINTIT AL CANCERULUI OSOS

celulare esentiale, precum aderenta, proliferarea si diferentierea osteoblastelor, prin crearea unui
microambient biomecanic comparabil cu cel al osului natural. Totodata, aceste scaffold-uri permit
difuzia eficientda a nutrientilor si semnalizarea mecanica specifica tesutului osos. Pentru
ameliorarea proprietatilor mecanice, o strategie viabila o constituie mineralizarea suplimentara a

schelelor prin imersie 1n solutii biomimetice (SBF) inainte de implantare..
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Figura 11. (a) Duritatea Shore A si (b) modulul lui Young si rezistenta la compresiune ale scaffold-urilor

compozite

Materialele compozite Coll/HAp au demonstrat activitate antimicrobiand impotriva E. coli
si S. aureus, cu zone de inhibitie >20 mm pentru probele reticulate. Probele cu continand o cantitate
mai mare de hidroxiapatitd au prezentat usoare cresteri ale efectului datorita eliberarii de ioni si
modificarii pH-ului local. Activitatea ridicatd se datoreaza agentilor de reticulare si compusilor
fenolici, care afecteaza peretele celular, enzimele si ADN-ul bacterian, fiind mai intensd asupra S.

aureus, agent frecvent implicat in infectiile grefelor osoase (Fig .12).

Figura 12. Efectul antibacterian al probelor Coll/HAp asupra tulpinilor

E. coli (stanga) si S. aureus (dreapta)
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Capitolul a evidentiat dezvoltarea compozitelor colagen—hidroxiapatitd obtinute prin
liofilizare si reticulate cu trei agenti diferiti, cu porozitate interconectata adecvatd pentru
regenerarea osoasd. Hidroxiapatita s-a format in sifu, fiind uniform distribuita, iar probele
reticulate cu agenti naturali (acid tanic si genipind) au manifestat o activitate antibacteriana
puternica impotriva E. coli si S. aureus. Desi proprietatile mecanice necesitd optimizare pentru
aplicatii in zone solicitate mecanic, cele mai promitatoare rezultate au fost obtinute pentru probele
reticulate si cu un continut mai mare de hidroxiapatitd (seria II), care vor fi evaluate pentru
citocompatibilitate si incdrcate ulterior cu agenti antitumorali, in vederea utilizarii lor in

tratamentul cancerului osos.

2.5. Terapia combinata localizata utilizind grefe osoase de colagen-hidroxiapatita

pentru inhibarea cancerului osos si regenerarea tesutului

Studiul a urmarit dezvoltarea de scaffold-uri multifunctionale colagen—hidroxiapatita,
incarcate cu doxorubicind si acid cafeic, pentru tratamentul osteosarcomului, combindnd
regenerarea osoasa cu inhibarea tumorald. Analiza capacitatii de absorbtie a apei (Fig. 13) a
prezentat valori cuprinse intre ~23—-32 g/g, cu o retentie rapida de apa si stabilizare la 24 de ore.
Proba 9A a prezentat o absorbtie usor mai ridicata, atribuita hidrofiliei conferite de compusii activi,
in timp ce proba GP a inregistrat valori mai scdzute, probabil din cauza densitatii crescute si a
caracterului hidrofob al genipinei. Diferentele statistice dintre probe au fost evidente in primele
ore, dar s-au estompat dupd atingerea echilibrului, cu exceptia probei 9A, care a mentinut o
absorbtie superioara.

Degradarea enzimatica a compozitelor Coll/HAp incarcate cu doxorubicina si acid cafeic
(Fig. 13) a evidentiat o stabilitate superioara fatd de proba martor GP, care a fost complet degradata
dupd 6 zile. Probele 7A si 9A au prezentat valori negative initiale, explicate prin inhibarea
colagenazei de catre doxorubicina, efect potentat in cazul probei 9A de prezenta acidului cafeic.
Dintre toate formularile, 9A a demonstrat cea mai mare rezistentd enzimatica, cu o pierdere de
masa de aproximativ 40% dupa 7 zile, sugerand un efect sinergic stabilizator al celor doi compusi.
Analizele statistice au aratat diferente semnificative comparativ cu GP incepand de la 2 ore, iar
dupa 144 h toate matricile Incarcate au prezentat o degradare semnificativ mai redusa, confirmand

rolul agentilor activi in cresterea stabilitdtii structurale.
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Figura 13. Absorbtia de apd (stanga) si degradarea enzimatica (dreapta) pentru matricile 7A, 8A, 9A si
GP. Rezultatele nu sunt statistic semnificative (ns) pentru valori p > 0,05; rezultatele sunt statistic

semnificative pentru: * p <0,05, ** p <0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001

Microstructura scaffold-urilor compozite colagen/hidroxiapatitd incarcate cu doxorubicina
si acid cafeic a fost analizatd prin microscopie electronica de baleiaj (Fig.14), evidentiind o
arhitectura de tip burete, cu porozitate ridicata si pori interconectati, cu dimensiuni intre 20 si 250
um, favorabili migratiei osteoblastelor si difuziei nutrientilor. Structura fibrelor de colagen este
bine conservata, iar faza anorganica (hidroxiapatita) este distribuita omogen si prezinta dimensiuni

nanometrice.

Figura 14. Microstructura scaffold-urilor compozite incarcate (x500): (a) 7A, (b) 8A, (¢) 9A, (d) GP
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Spectroscopia FT-IR a confirmat prezenta colagenului si a hidroxiapatitei in scaffold-urile
incarcate, prin identificarea benzilor caracteristice la 3294, 1636, 1541, 1448 si 1237 cm™ pentru
colagen si 1025, 1103, 559 si 601 cm™ pentru hidroxiapatitd (Fig. 15). Suprapunerea partiald a
benzilor in regiunile 3100-3400 cm™ si 1400-1636 cm™ sugereazd interactiuni moleculare,
precum legaturi de hidrogen sau interactiuni electrostatice, intre matricea organicd si faza
anorganicd. Prezenta doxorubicinei, acidului cafeic si genipinei nu poate fi detectatd cu certitudine

din cauza cantitatilor mici si a suprapunerii cu benzile colagenului.

9A
8A

TA
GP

Absorbanta

ﬂ i o
4000 350 3000 250 2000 1500 1000 500
Numar de unda (cm™)

Figura 15. Spectrele FT-IR pentru probele 7A, 8A, 9A si GP

Analiza TG-DSC (Fig. 16) a evidentiat pierderea apei libere pana la 200°C (8-9%), urmata de
degradarea si oxidarea componentelor organice intre 200-540°C (50-52%), cu maxime
exotermice la 329-339°C si 465-475°C. Dupa 540°C, pierderea de masa este redusd (~4%),
corespunzand fazei anorganice. Masa reziduala finala este de 34-38%, usor mai mica in probele
incdrcate cu doxorubicind sau acid cafeic, indicand stabilitate termica buna si degradare controlata

a materialului.
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Figura 16. Curbele TG-DSC pentru probele 7A, 8A, 9A si GP

Difractogramele obtinute pentru compozitele antitumorale includ maximele de difractie ale
principalelor plane ale hidroxiapatitei: (002) la 26 = 25,88°, (120) la 26 = 28,92°, (121) la 20 =
31,76°, (112) la 26 = 32,19°, (030) la 26 = 32,89° si (222) la 26 = 46,69°, avand structura
hexagonala (Fig. 17). Largirea maximelor de difractie indica cristalite de hidroxiapatitd la scara
nanometricd, sugerand formarea unei faze nanostructurate. Dimensiunea cristalitelor, determinata
prin metoda de rafinare Rietveld, este de ~3 nm pentru fiecare proba analizata. Aceasta dimensiune
nanometrica este esentiald pentru proprietatile bioactive ale osului. Cristalinitatea probelor este de
~30-31%, evidentiind o structurd mai amorfa, biomimeticd, similard cu cea a osului natural,
cunoscutd pentru sporirea bioactivitatii si resorbabilitatii, promovand astfel osteointegrarea si

regenerarea tesutului 0sos.

——GP
—9A
— 8A
—7A

1 20 30 40 50 60 70 80
Pozitia 26 (grade)

Figura 17. Difractogramele compozitelor antitumorale — 7A, 8A, 9A si GP
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Testele in vitro au evaluat efectul citotoxic al extractelor probelor 7A (incarcata cu DOX), 8A
(incarcatd cu CA) si 9A (incércata cu DOX/CA) asupra celulelor osteosarcom MG63 si a celulelor
stem mezenchimale BMSC. Dupa 24 de ore, nu s-au inregistrat eliberari semnificative de LDH,
iar viabilitatea celulelor a fost in general similara cu cea a martorului. Proba 7A a redus viabilitatea

sub 70%, 1n timp ce 8A a avut un efect usor protector, iar 9A a mentinut viabilitatea BMSC la

~94%, in timp ce MG63 a fost afectata (~51%) (Fig. 18).

(a)

% din control

Control 7A 8A 9A Control 7A 8A 9A

Figura 18. Viabilitatea celulard a celulelor MG63 (a) si BMSC (b) cultivate cu extracte 100% din fiecare
proba, timp de 1 zi. Mediul complet de crestere a fost utilizat ca martor. Linia Intrerupta indica pragul de
70% pentru efect toxic. Rezultatele sunt exprimate ca medie + abatere standard (n>3, probe independente,

*p<0,05)

Dupa 3 zile, extractele 7A si 9A au redus semnificativ viabilitatea MG63 (sub 7% si 20%), In timp

ce 9A a mentinut o viabilitate mai mare a BMSC (~17%), sugerand un efect protector selectiv al
acidului cafeic (Fig. 19).
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Figura 19. Viabilitatea celulara a celulelor MG63 (a) si BMSC (b) cultivate timp de 3 zile cu extracte
100% din fiecare proba. Rezultatele sunt exprimate ca medie = deviatie standard (n>3, probe

independente, *p<0,05)
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Combinatia DOX—CA inhiba proliferarea osteosarcomului, mentinand compatibilitatea cu celulele
stem. Efectul selectiv al CA poate fi atribuit proprietatilor antioxidante si mecanismelor naturale
de aparare ale BMSC. Scaffold-urile 9A reprezintd candidati promitatori pentru terapii
combinative anti-osteosarcom, necesitdnd insd studii suplimentare de doza-raspuns si analize
mecanistice. Concluziile subliniaza potentialul scaffold-urilor ca terapie combinata locala, oferind
atat activitate anticancerigend, ct si suport pentru regenerarea osoasd, si recomanda continuarea

studiilor in vivo pentru optimizarea incarcarii si eliberarii medicamentelor.

3. CONCLUZII
3.1. Concluzii generale

Teza a vizat dezvoltarea si caracterizarea scaffold-urilor compozite pentru regenerarea
osoasa si tratamentul local al osteosarcomului, utilizind materiale biomimetice pe baza de chitosan
sau colagen si hidroxiapatitd, incarcate cu substante active sintetice si naturale (doxorubicind si
acid cafeic).

Materialele CS/HAp si Coll/HAp au fost obtinute prin sinteza in sifu a hidroxiapatitei si
liofilizare, prezentand structuri poroase cu pori interconectati (17-300 pum), fazd anorganica
nanostructuratd dispersata uniform si proprietati termice si mecanice adecvate regenerarii osoase.
Analizele FT-IR, XRD, SEM-EDX si TG-DSC au confirmat integrarea uniforma a fazelor organice
si anorganice, formarea hidroxiapatitei nanocristaline si stabilitatea termica crescuta, in special la
probele cu continut mai mare de HAp.

Scaffold-urile Coll/HAp au prezentat capacitate ridicata de absorbtie a apei (~23—40 g/g),
rezistentd enzimatica crescuta proportional cu HAp, activitate antibacteriand semnificativa si
duritate Shore A intre 21-30, cu modul Young intre 37,5-98,5 kPa, valori caracteristice
materialelor moi, poroase si biomimetice.

Probele incarcate cu DOX si CA (in special 9A) au combinat eficient activitatea anticancer
cu protectia celulelor stem: DOX a redus viabilitatea osteosarcomului MG63 la <7-20%, in timp
ce CA a mentinut viabilitatea BMSC (~17%). Scaffold-urile au demonstrat stabilitate structurald
crescutd, capacitate de retentie a apei si distributie uniforma a hidroxiapatitei nanometrice, oferind

suport optim pentru regenerarea tesutului osos.
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In concluzie, aceste materiale compozite multifunctionale prezinta potential terapeutic si
regenerativ, oferind un sistem de administrare locala al medicamentelor care poate creste eficienta
tratamentului osteosarcomului si reduce toxicitatea sistemica, deschizand noi perspective pentru

ingineria tisulard si terapia oncologica ortopedica.

3.2. Contributii originale

In cadrul acestei teze de doctorat s-au adus o serie de contibutii originale in ceea ce priveste
dezvoltarea de sisteme de compozite de eliberare a medicamentelor utilizate in terapia cancerului
0SO0S.

Astfel, se contureaza urmatoarele elemente de originalitate:

e Determinarea rolului diferitilor agenti de reticulare in dezvoltarea sistemelor
compozite pe baza de colagen si hidroxiapatita utilizate in ingineria tesutului osos

e Dezvoltarea unui tip nou de grefa osoasa din colagen si hidroxiapatita, obtinutd prin
liofilizare, care incorporeazd simultan doud substante active — doxorubicind (agent
chimioterapic sintetic) si acid cafeic (compus natural cu efecte antioxidante si
anticancerigene).

e Abordarea combinata pentru tratamentul osteosarcomului si regenerarea osoasa,
concept mai putin explorat in literatura de specialitate, folosind concomitent un agent
citotoxic si unul natural cu rol protector.

e Studierea efectului sinergic exercitat de combinarea acidului cafeic cu doxorubicina, care
a demonstrat o citotoxicitate ridicatd fata de celulele de osteosarcom MG63 si efect
protector partial asupra celulelor stem mezenchimale (BMSC), posibil datorita

proprietatilor antioxidante ale acidului cafeic.

3.3. Directii viitoare de dezvoltare

Rezultatele obtinute in cadrul acestei teze de doctorat pentru materialele compozite
prezentate evidentiazd potentialul lor terapeutic si regenerativ, oferind totodata noi directii si
oportunitati pentru cercetari viitoare, precum:

e Optimizarea compozitiei materialului pentru a imbundtati atat proprietatile mecanice,

cat si performanta biologica.
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Testarea extinsa in vitro pentru a evalua comportamentul compozitului in conditii
biologice complexe si pentru a confirma eficienta In regenerarea osoasd, precum si
evaluarea in vivo a performantei scaffold-urilor, explorarea mai aprofundatd a
interactiunilor DOX—CA 1n micromediul tumoral si optimizarea incdrcarii si eliberarii
medicamentuluil; optimizarea avansata a continutului individual al fiecarui compus activ
si respectiv a raportului dintre acestia.

Dezvoltarea de materiale Coll/HAp cu alte substante active cu rol sinergic.

Analiza pe termen lung a biodegradabilitatii si bioactivitatii, pentru a determina viteza
de degradare si modul in care materialul interactioneaza cu tesutul osos 1n timp.
Explorarea adaptarii biomaterialelor pentru alte aplicatii clinice, inclusiv tratamente
personalizate si combinatii cu agenti terapeutici suplimentari (antibiotice, factori de
crestere).

Scalarea procesului de fabricatie pentru productia la scard industriala si respectarea

reglementarilor necesare aprobarii clinice.
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