UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA DE CHIMIE APLICATA SI STIINTA MATERIALELOR

WTEHN,
<° %

PN

T |
L
(YRE

1818

TEZA DE DOCTORAT
8 REZUMAT §

MATERIALE BIONANOSTRUCTURATE MULTIFUNCTIONALE

Autor: Ing. Mariana Oana Mihaela FUFA (GHERASIM)
Conducitor de doctorat: Prof. Dr. Ing. Ecaterina ANDRONESCU

Comisie de indrumare: Conf. Dr. Ing. Alexandru Mihai GRUMEZESCU

Prof. Dr. Ing. Anton FICAI
Prof. Dr. Chim. Ovidiu Cristian OPREA

Comisie de doctorat

2021

. Prof. Dr. Ing. Adelina Carmen Universitatea Politehnica
Presedinte de la i )
IANCULESCU din Bucuresti
Conducator Prof. Dr. Ing. Ecaterina de la Universitatea Politehnica
de doctorat ANDRONESCU din Bucuresti
Conf. Dr. Ing. Alexandru Mihai Universitatea Politehnica
Referent de la , )
GRUMEZESCU din Bucuresti
Prof. Dr. Biol. Carmen Mariana ) ) , )
Referent de la | Universitatea din Bucuresti
CHIFIRIUC ’
Prof. Dr. MD Laurentiu Universitatea de Medicina
Referent . de la . . .
MOGOANTA si Farmacie din Craiova
Bucuresti




Rezumatul tezei de doctorat — Ing. Mariana Oana Mihaela FUFA (GHERASIM) H 2021

Cuprins

Studiu critic al datelor de literatura

1. Introducere generald asupra bionanomaterialelor...............c.oooiiiiiiiiiiiii e 2
2. Formulari nanodimensionate si nanostructurate farmacoterapeutice. .............coevveiuennennen.. 5
2.1. Formulari antimicrobiene pe baza de nanoparticule anorganice .................coceveeveennnn... 6
2.1.1. NanopartiCule de argint.. ... ....ouirii e e e et eae e 7
2.1.2. Nanoparticule de magnetita...........ooouiiitiiiii i e e aeaeens 11
2.2. Formulari antimicrobiene pe baza de nanosisteme biopolimerice ............................... 13
2,21 CRITOSAN ...t 15
2.2.2. Poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerat)..............cocveiiiiiiiiit i, 18
2.2.3. PolIIaCtida. . ... 20
2.2.4. Poli(lactida-Co-glicolida). .........o.oneiei e 22
3. Acoperiri nanostructurate DIoaCtiVe ....... ..o 26

3.1. Acoperiri nanostructurate antimicrobiene pentru modificarea dispozitivelor medicale

IMPIANTADILC. ... e 28

3.2. Acoperiri nanostructurate antimicrobiene pentru modificarea implanturilor metalice ortopedice

ST OTEOAONTICE. . .ottt ettt e e e e e ettt e et et e e 36

Contributii originale

4. Motivarea tematicii alese si stabilirea obiectivelor activitatii de cercetare........................ 48
5. Materiale si metode utilizate in activitatea experimentald ..................c.oooiiiiiiiiiin. 50
5.1 MaAteriale. ..ot 50
5.2. Metode de sinteza a sistemelor nanodimensionate si nanostructurate.................c.....o..... 50
5.3. Metode de caracterizare fiziCO-ChimMica..............cooiiiiiiiiiiii e, 54
5.4. Studii de eliberare a medicamentului.............oiuiiiiiii i 55
5.5. Metode de evaluare biolOGICa. ........ouuiniiiei it 57
5.6. Metode de evaluare microbiolOgICa. .........c.oviuiiii i 60
6.ReZUIAtE ST AISCULIT + .. nvneett ettt e e e e e ettt et e e e 62
6.1. Formulari bioactive farmacoterapeutice ..........oouviiniititiiti e 62



Materiale bionanostructurate multifiunctionale | 2021

6.1.1. Sisteme hibride de poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerat), chitosan si antibiotice...... 62

6.1.2. Sisteme hibride de poli(lactida-co-glicolidd), chitosan si nanoparticule de magnetita

conjugate cu antiinflamator NeSteroidian. ............oovvuiitiiii i 73
6.1.3. Acoperiri de poli(lactida-co-glicolida) si antiinflamator nesteroidian.......................... 84
6.2. Suprafete nanostructurate antimICTODICNE .. ........euuintitit it 97
6.2.1. Filme subtiri de polilactida si nanoparticule de argint...................cooiiiiiiiiiin... 97

6.2.2. Filme subtiri de polilactida si nanoparticule de magnetita conjugate cu ulei esential......104

6.2.3. Filme subtiri de poli(lactida-co-glicolidd) si nanoparticule de magnetitd conjugate cu

10101 0) (013 (oF U 114

6.2.4. Acoperiri de microsfere de poli(lactida-co-glicolida) si nanoparticule de magnetita conjugate

CU ANEIDIOTIC. . ettt e e e e e e 123
6.3. Acoperiri nanostructurate biomimetiCe. ..........ouirriniiriititiit ettt e e 133

6.3.1. Acoperiri de hidroxiapatitd, nanoparticule de argint conjugate cu uleiuri esentiale si factor de

03 (S 7 (O 133
6.3.2. Acoperiri de hidroxiapatitd, antibiotic si factor de crestere..............cooeveviiiinninnnnn 154
6.3.3. Acoperiri de polilactida, hidroxiapatitd si factor de crestere...............c.ocooiiiiiinn 163
7. Concluzii @ENETale. ......o.oinii i 172
8. DISemINare r€ZUItate. ... .....oiui i 181
BIDIIOgrafie. ... e 188

Cuvinte cheie:

v" nanoparticule metalice si oxidice
microsfere biopolimerice hibride
acoperiri nanostructurate bioactive

terapie anti-infectioasa

AN N N

inginerie tisulara



Rezumatul tezei de doctorat — Ing. Mariana Oana Mihaela FUFA (GHERASIM) H 2021

Studiu critic al datelor de literatura

Provocidrile actuale asociate strategiilor farmaceutice conventionale rezulta din
combinarea limitarilor legate atit de tratamentul in sine, cat si de statusul clinic al pacientului, si
includ (i) nespecificitatea sau neselectivitatea agentului terapeutic selectat, (ii) administrarea
inadecvatd sau incorectd a tratamentului recomandat, si (iii) aparitia efectelor farmacologice
secundare [1,2]. Pentru a depasi astfel de evenimente nedorite, vaste eforturi academice si
stiintifice au fost orientate catre transferul principiilor si produselor nanotehnologiei in fabricarea
si implementarea de noi formuldri active, cu eficacitate terapeutica sporita.

Un fenomen alarmant care se manifesta in practica medicala curenta este reprezentat de
infectiile microbiene cauzate de microorganismele multi-drog rezistente si, In particular, de
comunititile microbiene organizate in biofilme. In incercarea de a limita complicatiile asociate si
de a combate astfel de microorganisme, cercetarea la nivel mondial vizeaza bidirectionalitatea
relatiei dintre microorganismele patogene si organismele infectate, in acest sens fiind investigate
mecanismele rezistentei antimicrobiene si eficienta unor formulari antimicrobiene optimizate.

Biomaterialele nanodimensionate si nanostructurate reprezintd o alegere fezabild pentru
crearea de noi sisteme si dispozitive medicale cu eficacitate antimicrobiana imbunatatitad. Avand in
vedere (i) biocompatibilitatea intrinseca, (ii) efectele toxice reduse asupra celulelor sanatoase,
derivatizare si functionalizare a suprafetei si (v) comportamentul unic datorat nanodimensionalitatii
(proprietati optice, electrice si magnetice guvernate de efecte cuantice), nanoparticulele anorganice

Dintre nanomaterialele zero-dimensionate, nanoparticulele de argint (AgNPs) si
nanoparticulele de magnetitd (Fe3O4 NPS) se regdsesc in topul celor mai explorati si promitétori
candidati implicati in dezvoltarea de biomateriale avansate si dispozitive eficiente destinate
domeniului biomedical. Aplicabilitatea biomedicala a particulelor nanodimensionate de argint si
magnetitd — concretizatda prin explorarea particularititilor intrinseci, si anume activitate
antimicrobiand excelenta si proprietati optice inedite, respectiv versatilitate a proprietatilor de
suprafata si comportament magnetic modulabil — include stiintele farmaceutice, industria
cosmetica, aplicatiile topice, ingineria tisulara si medicina regenerativa, biodetectia si imagistica

biomedicala, terapia anti-infectioasa si tratamentul antitumoral.
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Succesul utilizarii biopolimerilor in dezvoltarea de formulari antimicrobiene deriva din
caracteristicile intrinseci, precum (i) biodisponibilitate, (ii) versatilitate compozitionala si
structurala, (iii) procesabilitate facild, (iv) tunabilitate a proprietdtilor fizico-chimice, mecanice si
termice, (v) solubilitate, dizolvare si degradabilitate ajustabile, (vi) biodegradabilitate dependenta
de prezenta stimulilor si Insotitd de produsi metabolici netoxici, (vii) potential impresionant de
derivatizare si functionalizare, datorat reactivitatii chimice, (viii) biocompatibilitate, non-toxicitate
si non-imunogenicitate, (ix) bioactivitate, estimatd prin efectele antioxidante, antiinflamatorii,
antimicrobiene, antitumorale, analgezice, hemostatice si mucoadezive, si (x) 1n situatii particulare,
aprobare institutionala specializata si reglementata privind siguranta clinica [5-7].

Compusii macromoleculari de origine naturald (polizaharide, polihidroxialcanoati) si
sintetica (poliesteri alifatici) prezinta o importanta deosebita in fabricarea de platforme micro-
/nanostructurate cu eficienta farmacoterapeutica. Biofunctionalitatea superioara evidentiata la
nivel preclinic demonstreaza eficacitatea formularilor biopolimerice in terapie anti-infectioasa si
antitumorald, detectie si diagnostic, terapie genica si medicina regenerativa.

Performantele clinice ale dispozitivelor medicale implantabile (DMI) sunt guvernate de
caracteristicile fizico-chimice si proprietatile biologice ale suprafetelor acestora [8-10]. Cea mai
versatila abordare privind Imbundtdtirea biofunctionalitdtii. DMI constd 1n modificarea
suprafetelor acestora cu acoperiri bioactive, tehnicile de procesare laser reprezentand o alegere
adecvata si avantajoasa Tn acest sens. Straturile de acoperire obtinute prin metoda evaporarii laser
pulsate asistata de o matrice (MAPLE) prezinta aplicabilitate diversd in domeniul biomedical, in
mod deosebit in terapia anti-infectioasa, detectia biomoleculara si regenerarea sau restaurarea
functionala a tesuturilor.

In scopul limitarii bioinertiei si imbunatatirii osteointegrarii implanturilor pe bazi de titan
si aliaje ale acestuia — considerate “standardul de aur” pentru fabricarea comerciala a DMI
destinate restaurarii i Tnlocuirii osoase — eforturi substantiale au fost indreptate catre modificarea
suprafetelor acestora cu acoperiri cu capabilitati osteoconductive sau osteoinductive. Succesul
biofunctional al DMI metalice poate fi asigurat prin acoperirea cu straturi pe baza de fosfati de
calciu (CaPs) [11,12]. Aplicabilitatea CaPs in proceduri restaurative, regenerative sau de
substituire deriva din proprietatile specifice, precum (i) compozitie similard apatitei naturale,
(i) proprietati mecanice adecvate, (iii) stabilitate chimicd superioard, (iv) microstructurd si

degradabilitate controlabile, (v) biocompatibilitate intrinseca excelenta [13,14].
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Contributii originale

Motivarea tematicii alese si stabilirea obiectivelor activitatii de cercetare

Tematica de cercetare vizata pentru eclaborarea tezei de doctorat se incadreaza in
strategiile globale privind dezvoltarea de formulari bioactive multifunctionale si eficiente
terapeutic, fiind abordate urmatoarele directii de interes: (i) potentarea efectelor farmacologice
ale principiilor active antimicrobiene si antiinflamatorii prin utilizarea de sisteme biopolimerice;
(i1) prevenirea si limitarea fenomenelor de contaminare si colonizare microbiana a materialelor si
dispozitivelor biomedicale prin modificarea suprafetelor acestora; si (iii) modularea infectiilor
periprotetice, precum si a fenomenelor de reparare si regenerare tisulard, prin modificarea
suprafetelor implanturilor cu acoperiri nanostructurate Incarcate cu factori de crestere.

Scopul principal al activitatii de cercetare desfasurate a constat in dezvoltarea de
platforme nanostructurate bioactive cu aplicabilitate in terapia anti-infectioasa si in ingineria
tisulara, fiind astfel vizate sinteza, optimizarea si evaluarea (micro)biologica de biomateriale
nanodimensionate (nanoparticule conjugate cu principii bioactive, filme subtiri biopolimerice) si
nanostructurate (sfere biopolimerice Incarcate cu agenti terapeutici, acoperiri compozite).

Primul obiectiv al activitatii experimentale a vizat sinteza, caracterizarea si testarea de
nanosisteme anorganice functionalizate cu substante bioactive de sinteza sau substante fitochimice.

Cel de-al doilea obiectiv specific a constat in obtinerea, optimizarea si evaluarea
performantelor sistemelor micro-/nanostructurate de tipul sferelor biopolimerice incarcate cu
agenti terapeutici si/sau nanoparticule functionalizate.

Pentru indeplinirea celui de-al treilea obiectiv, tehnica de evaporare laser pulsata asistata
de o matrice (Matrix—Assisted Pulsed Laser Evaporation, MAPLE) a fost utilizatd pentru
fabricarea de filme biopolimerice nanostructurate cu rol in prevenirea si limitarea contaminarii si
colonizarii microbiene a suprafetelor biomedicale.

Vizénd domeniul complex al ingineriei tisulare, ultimul obiectiv specific al activitatii
experimentale a constat in fabricarea, optimizarea si evaluarea biofunctionalitatii acoperirilor
incdrcate cu substante bioactive si a acoperirilor biomimetice nanostructurate modificate cu

biomolecule (factori de crestere).
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Rezultate si discutii

1. Formuliri bioactive farmacoterapeutice
1.1. Sisteme hibride de poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerat), chitosan si antibiotice
In cadrul acestui studiu a fost evaluat potentialul sferelor pe baza de poli(3-hidroxibutirat-
co-3-hidroxivalerat) si chitosan, P(3HB-3HV)-CS, de a asigura eliberarea si potentarea efectelor
antibioticelor biosintetizate: bacitracina (Bac), neomicina (Neo) si kanamicina (Kan) [15].
Micrografiile SEM (Figura 1.1.1) au evidentiat obtinerea de agregate de particule bine
definite, cu morfologie sferica. Dimensiunea medie a sferelor simple si a celor incarcate cu Bac a

fost de ~600 nm. Tnglobarea Neo si Kan in sistemele P(3HB-3HV)-CS a determinat diminuarea

(~400 nm), respectiv cresterea (~1 pm) dimensionala a sferelor.

Figura 1.1.1: Imagini SEM ale sferelor P(3HB-3HV)-CS (a),
P(3HB-3HV)-CS-Bac (b), P(3HB-3HV)-Neo (c) si P(3HB-3HV)-CS-Kan (d)

Spectre IR individuale si suprapuse au fost Inregistrate pentru toate sistemele
biopolimerice sintetizate. Prezenta P(3HB-3HV) a fost confirmatd prin urmatoarele benzi de
absorbtie: ~1720 cm™* (intindere puternicd a grupirii esterice C=0, asociata cu faza cristalini a
copolimerului), ~1378 cm™* (expansiune simetrica a —CHs), ~1276 cm* (intindere C—H), ~1054
cm* (intindere C—-0O—C) si ~978 cm™* (intindere C—C) [16,17]. Analiza in detaliu a spectrului IR
a confirmat prezenta CS, prin maximele specifice de la ~1671 cm™ (amida II), ~1650 cm " si
~1635 cm * (dublet amida I) si ~1557 cm * (vibratii ale gruparii C—O) [18,19].

Rezultatele de inhibitie a cresterii bacteriene au demonstrat capacitatea sferelor
compozite de a potenta efectele antibioticelor (ATB) Tmpotriva tulpinilor bacteriene selectate.
Comparativ cu actiunea ATB, diametrele de inhibitie a cresterii bacteriene au fost mai mari in
cazul microsferelor P(3HB-3HV)-CS incarcate cu Neo si Kan, cele mai puternice efecte fiind
observate asupra tulpinilor Gram-negative. Sferele P(3HB-3HV)-CS-Bac au prezentat un efect

de crestere a activitatii antibacteriene a antibioticului doar impotriva tulpinilor Gram-pozitive.
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.....

biopolimerice 1incarcate cu ATB. Activitatea metabolica a fibroblastelor dermale supuse
tratamentului cu microsfere a relevat absenta modificarilor asupra viabilitatii celulare, precum si
sustinerea proliferarii celulare — aspect evidentiat de cresterea statistic semnificativa (p < 0,0001)
a viabilitatii celulare dupa 7 zile. Mai mult, a fost demonstrata capacitatea sistemelor compozite
simple sau incarcate cu ATB de a nu altera integritatea structurala a fibroblastelor umane (aspect
marcat prin monitorizarea nivelului de LDH). De asemenea, nu au fost evidentiate modificari ale
organizarii filamentelor de actind in cazul celulelor tratate cu microsfere, fibroblastele dermale
mentinandu-si morfologia caracteristica si formand structuri celulare uniform distribuite.
Sistemele P(3HB-3HV)-CS si P(3HB-3HV)-CS-ATB nu au sporit productia de H,O, (Figura
1.1.2a), demonstrand potentialul platformelor propuse de a contribui la protectia fibroblastelor
Tmpotriva stresului oxidativ indus de administrarea prelungita a antibioticelor.

Teste suplimentare efectuate pe linia de macrofage murine RAW 264.7 au evidentiat
capacitatea sferelor compozite incarcate cu antibiotice de a spori productia de oxid nitric (NO),
intr-o maniera dependentda de timpul de testare si de prezenta ATB in structura microsferelor
(Figura 1.1.2b). Tratamentul cu microsfere, aplicat ulterior activarii macrofagelor cu endotoxina
bacteriand, nu a stimulat productia citokinelor IL-10, IFN-y si IL-12p70. In schimb, incircarea
ATB in microsferele P(3HB-3HV)-CS a dus la modificarea expresiei citokinelor proinflamatorii
IL-6 si TNF-a, profilul acestora depinzénd de tipul antibioticului. O crestere semnificativa a
nivelului de IL-6 a fost inregistratda exclusiv in macrofagele activate expuse tratamentului cu
P(3HB-3HV)-CS-Kan, in vreme ce nivelul de TNF-a a fost crescut in cazul celulelor tratate cu

microsfere biopolimerice Incarcate cu neomicind si kanamicina.

b
@ 25,000 =3 Control ®) 150 =3 Control
. P(3HB-3HV)-CS —fr— Sws
20,000 b & T P(3HB-3HV)-CS-Neo b O3 PEHBIHVACS
P(3HB-3HV)-CS-Kan T P(3HB-3HV)-CS-Neo
P(3HB-3HV)-CS-Bac 100-1 £ P(3HB-3HV)-CS-Bac

15,000
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5 = =
5000 H
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Figura 1.1.2: Nivelul de H,0, in culturile de fibroblaste dermale dupa 24 de ore si 7 zile de tratament cu sfere
P(3HB-3HV)-CS si P(3HB-3HV)-CS-ATB (a); Nivelul de nitrit (masura a productiei de NO) eliberat de macrofage
in mediul de cultura dupa 6 ore si 24 de ore de tratament cu sfere P(3HB-3HV)-CS si P(3HB-3HV)-CS-ATB
(**p<0,01 LPS vs. control; ™ p < 0,01 probe vs. LPS; **** p < 0,0001 probe vs. control netratat)
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Sferele biopolimerice P(3HB-3HV)-CS au demonstrat efecte de potentare a actiunii
antibioticelor biosintetizate (Bac, Neo si Kan), in timp ce au sustinut proliferarea si cresterea
normali a fibroblastelor dermale umane. Tn plus, sferele compozite nu au afectat ultrastructura
celulara normald si nu au indus stres oxidativ in culturile de fibroblaste. Microsferele hibride
P(3HB-3HV)-CS-Kan au demonstrat efecte proinflamatorii reduse asupra macrofagelor,

evidentiate prin monitorizarea nivelurilor de citokine IL-6 si TNF-a.

1.2. Sisteme hibride de poli(lactida-co-glicolida), chitosan si nanoparticule de magnetita
conjugate cu antiinflamator nesteroidian

Tn cadrul acestui studiu a fost evaluat potentialul sferelor biopolimerice de poli(lactida-
co-glicolidd), PLGA, incarcate cu ibuprofen (IBUP) si cu aport variabil de nano-magnetita de a fi
utilizate ca platforme de livrare a medicamentelor. A fost demonstratd multifunctionalitatea
sistemele nanostructurate PLGA-Fe304-IBUP pentru aplicatii locale antiinflamatorii  si
antitumorale, precum si anti-infectioase (in cazul sistemelor PLGA-CS-Fe3;04-1BUP) [20].

Analiza SEM a sistemelor PLGA-Fe3;04-IBUP, obtinute prin adaugarea a 10 /20 / 50 mg
de nano-pulbere (IBUP10, IBUP20 si IBUP50), a evidentiat structuri individuale bine definite,
cu morfologie preponderent sferici si dimensiuni comparabile. In cazul IBUP10 si IBUP20,
microsferele au prezentat suprafatd predominant neteda si distributie dimensionald mai ingusta,
aspect corelat cu inglobarea eficienta a NPs in matricea polimerica. Tn schimb, microsferele
IBUPS0 au prezentat suprafata texturata si dimensiuni variabile. Spectrele IR aferente sistemelor
PLGA-Fe304-IBUP au confirmat obtinerea de microsfere compozite nanostructurate.

Ulterior testarii microsferelor in conditii biologice simulate, in regim dinamic,
modificarile compozitionale si microstructurale evidentiate la finalul perioadei de testare de 21
de zile au fost minime n cazul particular al sistemelor IBUP10.

Tn continuare, a fost evaluat potentialul de utilizare a microsferelor PLGA-Fe304-IBUP in
aplicatii de hipertermie, vizand identificarea compozitiei adecvate pentru obtinerea unui efect
termic maximal in conditii de sigurantd. Un caz particular a fost observat pentru sistemele
nanostructurate IBUP10, efectul de incalzire fiind comparabil indiferent de puterea campului
magnetic aplicat (Figura 1.2.1, sus). Spectrele UV-Vis ale supernatantelor rezultate din testarea
Tn cdmp magnetic a sistemelor PLGA-Fe3;04-IBUP (Figura 1.2.2, jos) au relevat faptul ca cel mai

important efect de eliberare a IBUP a fost atribuit sistemelor IBUP20 expuse la puterea



Rezumatul tezei de doctorat — Ing. Mariana Oana Mihaela FUFA (GHERASIM) H 2021

maximalda a campului magnetic, urmate de sistemele IBUP10 expuse campului magnetic in

radiofrecventd cu puterea cea mai mica (1,2 KW).
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Figura 1.2.1: Raspunsul termic al sferelor PLGA-Fe;0,-IBUP sub actiunea diferitelor cAmpuri magnetice (sus);
Spectre UV-Vis ale solutiilor colectate dupa testarea sub diferite cAmpuri magnetice a sferelor PLGA-Fe304-1BUP (jos)

Evaluarea biologica a filmelor de sfere biopolimerice de PLGA si nano-magnetita (S),

PLGA, nano-magnetita si IBUP (IBUP10) si PLGA-CS, nano-magnetita si IBUP (IBUP10CS), a

relevat rolul benefic al materialelor dezvoltate asupra viabilitatii, adeziunii si dezvoltarii celulare

normale a macrofagelor umane, efectele fiind mai pronuntate in cazul IBUP10 si IBUP10CS.

Dezvoltarea microbiand planctonica a fost considerabil inhibata in prezenta substraturilor

modificate cu microsfere nanostructurate. Adaugarea CS in sferele biopolimerice a cauzat cele

mai pronuntate efecte inhibitorii asupra dezvoltarii planctonice, indiferent de tulpina.
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Rezultate complmentare au demonstrat inhibitia pronuntatd a dezvoltarii biofilmelor n

prezenta materialelor care contin CS (Figura 1.2.2).
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Figura 1.2.2: Potentialul anti-biofilm al sferelor biopolimerice compozite dupa diferite intervale de timp
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Substraturile acoperite cu sfere IBUP10CS au manifestat eficientd importanta si sustinuta
impotriva formarii si maturarii biofilmelor microbiene. Cele mai pronuntate efecte anti-biofilm au
fost observate asupra S. aureus. A fost constatata capacitatea microsferelor IBUP10 de a interfera
cu dezvoltarea biofilmelor microbiene, acest efect fiind mai puternic in cazul P. aeruginosa.

Sferele biopolimerice nanostructurate propuse in acest studiu prezintd caracteristici
multifunctionale, fiind candidati promitatori pentru dezvoltarea de platforme destinate terapiei
controlate a bolilor severe, precum si pentru modificarea dispozitivelor implantabile destinate

gestionarii afectiunilor cronice.

1.3. Acoperiri de poli(lactida-co-glicolida) si antiinflamator nesteroidian

Tn cadrul acestui studiu a fost evaluati capacitatea acoperirilor de poli(lactida-co-
glicolidd) de a actiona ca matrici active pentru inglobarea si eliberarea ibuprofenului in conditii
biomimetice simulate, precum si raspunsul celular complex generat de acestea [21].

Rezultatele testarii in conditii biologice simulate, in regim dinamic, a acoperirilor
PLGA/IBUP au evidentiat degradarea lenta a matricei biopolimerice (pierderi masice relative intre
~7,89% si ~16,75%, aferente perioadelor de testare de 2 zile, respectiv 30 de zile) si eliberarea
treptatd a medicamentului (concentratia IBUP eliberat a variat intre ~90 pg/mL si ~250 pg/mL).
Analiza microstructurala si compozitionala a acoperirilor supuse testarii a relevat fenomene
reversibile de gonflare in primele 2 saptdmani, urmate de degradarea ireversibila si modificarea
chimica a matricei biopolimerice dupa o luna. Hidroliza mediata de SBF a matricei polimerice a
fost evidentiata prin modificarea pozitiei spectrale a gruparii carbonil (1750-1710 cm ™), originand
fie din PLGA (pana in ziua 15), fie din unitatile LA si GA (20 si 30 de zile) (Figura 1.3.1).

. )
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B 200 1
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Figura 1.3.1: Spectre IR ale acoperirilor PLGA/IBUP dupa testarea dinamica simulata biologic
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Raspunsul biologic al acoperirilor PLGA/IBUP a fost evaluat pe culturi de celule THP-1
diferentiate la macrofage. Testarea cantitativa a relevat cresterea semnificativa a viabilitatii la 3
zile (p < 0,001) pentru acoperirile pe baza de PLGA, comparativ cu timpul de testare de 0 zi.
Efectele benefice ale materialelor asupra adeziunii, raspandirii si morfologiei celulare au fost
complementar determinate prin examinare microscopica (Figura 1.3.2, sus), confirmand

caracterul biocompatibil excelent al acoperirilor PLGA/IBUP in raport cu macrofagele umane.

(a) i (b) o3,
2 1

oo | [T
*xx T - PLGA
N PLGA £ 024 Il PLGA/IBUP (2:1)

g S - I PLGA/BUP (1) E . W PLGA/BUP (10:1)
Z I PLGA/IBUP (10:1) b

< 1 O

2 S

o 004
1z 3 zile 6 zile 7 zile 14 zile

Figura 1.3.2: Aspecte morfologice ale macrofagelor dupa 3 zile de tratament cu acoperiri PLGA/IBUP, evidentiate
prin SEM (sus); Viabilitatea si proliferarea fibroblastelor dermale dupa 1, 3 si 6 zile de tratament cu acoperiri
PLGA/IBUP (a) (***p < 0,001 vs. 1 zi; *+= p < 0,001 vs. 3 zile); Sinteza de colagen de citre fibroblastele dermale
dupi 7 si 14 zile de tratament cu acoperiri PLGA/IBUP (b) (* p < 0,05 vs. Ti; e« p < 0,001 vs. 7 zile)

Capacitatea acoperirilor PLGA/IBUP de a sustine supravietuirea si de a promova
proliferarea fibroblastelor a fost determinata calitativ (vizualizarea si determinarea aportului de
celule viabile) si cantitativ (evaluarea activitatii metabolice, Figura 1.3.2a). Studiile privind
investigarea adeziunii si morfologiei celulare au confirmat citocompatibilitatea inalta a
acoperirilor PLGA/IBUP in raport cu fibroblastele umane. Mai mult, acoperirile dezvoltate au
determinat o crestere in timp a sintezei de colagen de catre fibroblaste (Figura 1.3.2b).

Evaluarea adeziunii si a morfologiei celulelor KERTY crescute pe acoperiri PLGA/IBUP
(Figura 1.3.4) a fost realizata prin vizualizarea vinculinei (marcaj verde) si a actinei (marcaj
rosu). Dupa 24 de ore, celulele au prezentat morfologie poligonala tipica, aderente focale sporite
si cortex celular bine definit. Complementar, a fost evidentiata adaptarea celulelor la suprafetele
dezvoltate si potentialul lor de a prolifera (SEM), precum si abilitatea acoperirilor de a sustine

viabilitatea si de a promova proliferarea normala a keratinocitelor (FM, activitate metabolica).
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Ti PLGA PLGA/IBUP (2:1) PLGA/IBUP (10:1)

2 ore

24 ore

Figura 1.3.3: Aspecte morfologice ale keratinocitelor dupa 2 ore si 24 de ore de tratament cu acoperiri
PLGA/IBUP, evidentiate prin FM

Studiul a evidentiat degradarea treptata a matricei biopolimerice, insotita de eliberarea
cumulativa a ~250 pug/mL IBUP, dupa o lund de testare in conditii biomimetice dinamice.
Citocompatibilitatea excelentd a acoperirilor PLGA/IBUP, validata pe culturi de macrofage,
fibroblaste si keratinocite umane, a relevat potentialul acestora de a fi utilizate pentru modificarea

suprafetelor DMI, precum implanturi metalice si pansamente destinate aplicatiilor topice.

2. Suprafete nanostructurate antimicrobiene
2.1. Filme subtiri de polilactidd si nanoparticule de argint

Materiale nanostructurate pe baza de polilactida (PLA) si nanoparticule de argint
(AgNPs) au fost propuse n acest studiu ca acoperiri bioactive, capabile sa interfere cu formarea
si dezvoltarea biofilmelor microbiene pe suprafete biomedicale relevante [22].

(@)zox100 (111)

1.5x10%
(200)
1.0x10%; (2 2 0)

5.0x102 l
T

20
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Difractograma de raze X a pulberii sintetizate (Figura 2.1.1a) a confirmat puritatea probei
si prezenta argintului metalic drept singura faza cristalina. Nanodimensionalitatea particulelor de

argint a fost confirmata prin intermediul micrografiilor TEM, pe baza acestora determinandu-se
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dimensiunea fizica medie a particulelor de ~49 nm. Planele cristaline anterior identificate au fost
evidentiate in imaginile HR-TEM (Figura 2.1.1c,d), iar spectrul SAED a confirmat cristalizarea
AgNPs 1n sistem cfc.

Pentru evaluarea efectelor procesarii laser asupra materialului PLA/AgNP, a fost realizata
analiza comparativa in IR intre materialul initial (drop-cast) si probele obtinute prin MAPLE.
Fluenta laser de 400 mJ/cm? a demonstrat eficientd de transfer stoechiometric a PLA/AgNPs.
Microstructura acoperirilor PLA/AgNPs astfel obtinute a fost investigata prin SEM, imaginile
colectate evidentiind formarea de acoperiri continue, inglobarea AgNPs in matricea polimerica si
morfologia neregulata a suprafetei. Grosimea acoperirilor PLA/AgNPs a fost de ~500 nm.

Raspunsul sectiunilor de cateter venos central modificate cu acoperiri PLA/AgNPs a fost
evaluat in prezenta celulelor endoteliale EA.hy926. Suprafetele nanostructurate nu au avut efecte
citotoxice asupra celulelor umane, rezultatele demonstrand metabolismul normal si cresterea
normala a celulelor endoteliale, precum si lipsa modificarilor la nivelul ciclului celular (Figura
2.1.2a). Acoperirile PLA/AgNPs au interferat, Tn special, cu dezvoltarea biofilmului asociat tulpinii

Gram-pozitive (Figura 2.1.2b), populatia bacteriana fiind redusa cu peste 2,5 ordine de marime.

(b) 1.0x10104 B3 PLA/AGNPs
. B8 control
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60/61 176 6164 5.88 o o
s #1121 116 e
GUM Q1 238 214 (a) 1_0x1007-—@ e 4
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Figura 2.1.2: Analiza ciclului celular al celulelor endoteliale dupa 48 de ore de tratament cu acoperiri PLA/AgNPS (a);
Potentialul anti-biofilm al acoperirilor PLA/AgNPs asupra S. aureus si E. coli, dupa 24 de ore (b)
(** p<0,01 probe vs. control)
Rezultatele microbiologice au evidentiat eficienta acoperirilor PLA/AgNPs in etapele de
formare si maturare a biofilmelor bacteriene. Materialele nanostructurate propuse pot reprezenta o

strategie fezabila privind modificarea suprafetelor dispozitivelor cu utilizare clinica scurtd sau medie.

2.2. Filme subtiri de polilactida si nanoparticule de magnetita conjugate cu ulei esential
Tn scopul revalorificarii principiile fitochimice utilizand particule nanodimensionate de

magnetitd si al optimizarii suprafetele dispozitivelor de uz clinic prin modificare cu acoperiri
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antimicrobiene, au fost obtinute si testate filme subtiri de acid polilactic (PLA) incarcate cu
nanoparticule de magnetita conjugate cu ulei esential de eucalipt (Eucalyptus globulus) [23].
Conjugarea Eucalyptus globulus (EG) pe suprafata particulelor de Fe3O, a fost
demonstrata prin analiza in infrarosu si prin studii termice, realizate prin TGA si DSC (Figura
2.2.1a). Derivatograma probei native (FesO4) a evidentiat o pierdere masica totala de 2,81%,
realizatad in 3 etape: (i) proces exoterm datorat oxidarii Fe?* la Fe** (100-200°C); (ii) eveniment
exoterm datorat degradarii reziduurilor organice (300—400°C, reducere masica de 1,27%); si (iil)
fenomen exoterm, corelat cu o scadere masica de 0,73% si rezultat din transformarea izomorfa a
oxidului de fier [24,25]. Eliminarea moleculelor de apa adsorbite la suprafata particulelor s-a
nregistrat la valori termice sub 100°C (proces endoterm foarte slab), iar eliminarea grupelor
hidroxil a fost mascata de prima tranzitie izomorfa a oxidului de fier. Traseul termic al probei
Fe304@EG a fost similar, insa amplitudinea procesului de la ~300°C a fost mai mare si insotita
de o pierdere masica de 1,92% (rezultat al degradarii moleculelor de EG conjugate pe suprafata

particulelor). In cazul acestei probe, pierderea masici totala a fost de 3,17%.
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Figura 2.2.1: Derlvatogramele Fe304 si Fe304@-EG (a); Imaglne TEM a Fe30A4@EG (b) Aspecte histologice ale
fragmentelor tisulare hepatice, pulmonare si renale recoltate dupa tratamentul timp de 2 zile cu Fe;0,@EG (c)

Analiza TEM (Figura 2.2.1b) a evidentiat nanodimensionalitatea (7,5 = 2,5 nm),
morfologia cvasi-sferica si structura de tip core/shell a particulelor Fe;0,@EG. Analiza SAED a
permis identificarea probei drept magnetita cfc cu structurd de spinel. Complementar, a fost
determinat faptul ca nanoparticulele Fe;O,@EG au prezentat suprafata incarcata negativ
(potential { de —1,7 mV) si diametre hidrodinamice intre 200,9-247 nm.
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Evaluarea histologicd a fragmentelor tisulare murine prelevate ulterior administrarii
sistemice a suspensiilor de nanoparticule functionalizate a relevat retentia preferentiald a
acestora. Dupa 2 zile, agregate de culoare maronie au fost identificate la nivelul macrofagelor
specifice ale tesuturilor hepatice si pulmonare, dar si la nivelul capilarelor renale. Cu toate
acestea, nu au fost identificate alterdri histologice in nici unul dintre fragmentele tisulare (Figura
2.2.1c). Dupa 10 zile, sistemele Fe3O4@EG au fost absente la nivel hepatic, pulmonar si renal,
iar fragmentele tisulare nu au prezentat modificdri ultrastructurale sau alterari functionale.
Retentia splenica a Fe;0,@EG a determinat hipertrofia pulpei albe.

Utilizand fluenta laser de 300 mJd/cm? a fost realizat transferul omogen (harti IR) si
stoechiometric (spectre IR) al materialului PLA/Fe30,@EG. Analiza SEM a evidentiat acoperirea
completa a substratului (Figura 2.2.2a), inglobarea eficienta si distributia uniforma a agregatelor de
FesO,@EG in matricea de PLA (Figura 2.2.2b). Acoperirile PLA/Fe;0,@EG au favorizat
dezvoltarea normald a celulelor stem derivate din fluid amniotic (AFSCs), dupa 3 zile (Figura
2.2.2c). Inhibitia dezvoltarii biofilmelor bacteriene in prezenta acoperirilor a fost comparabild

pentru toate intervalele investigate, efectele fiind mai puternice impotriva tulpinii Gram-pozitive.

(0)”

Viabilitate celulara (%)

Control PLA/Fe,O,@EG

Figura 2.2.2: Imagini SEM de ansamblu ale filmelor PLA/Fe;0,@EG (a,b);
Viabilitatea celulelor stem mezenchimale dupa 72 de ore de tratament cu acoperiri PLA/Fe;0,@EG (c)
Rezultatele biologice au evidentiat biocompatibilitatea acoperirilor PLA/Fe;0,@EG n
raport cu celulele umane, iar datele microbiologice au indicat potentialul acestor materiale pentru

modificarea anti-biofilm a suprafetelor biomedicale implantabile.

2.3. Filme subtiri de poli(lactidd-co-glicolida) si nanoparticule de magnetiti conjugate cu
antibiotic

In scopul modificarii suprafetelor de interes clinic cu acoperiri bioactive cu eficienti
antimicrobiand, in cadrul acestui studiu a fost propusa inglobarea nanoparticulelor de magnetita

functionalizate cu cefepima (Fe304@CEF) in filme de poli(lactida-co-glicolida), PLGA [26].
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Conform fisei ICDD 19-0629 si rezultatelor de specialitate [27,28], planele de difractie
identificate la valori ale unghiului 20 de 30°, 35,80°, 44,10°, 54°, 57,50° si 63,80° au fost atribuite
magnetitei cristalizate in sistem cubic cu fete centrate (cfc) (Figura 2.3.1a). Pe baza pierderilor
masice reziduale aferente probelor Fe;O, si FesO4,@CEF (inregistrate prin analiza termica),
cantitatea estimatd a antibioticului conjugat la suprafata NPs a fost de 3,53 + 0,1%. A fost

evidentiata morfologia preferential sfericd a particulelor, cu o dimensiune medie de ~7 nm
(Figura 2.3.1Db).
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Figura 2.3.1: Difractograma de raze X a Fe;O,@CEF (a); Histograma dimensiunii particulelor (b);
Potentialul bacteriostatic al Fe;0,@CEF asupra S. aureus, raportat la concentratii echivalente de CEF (c)

Efectele antimicrobiene ale NPs functionalizate au evidentiat un raspuns bacteriostatic
dependent de concentratia nanostructurilor, acesta fiind cel putin comparabil cu raspunsul
antibioticului liber. Pentru concentratii intre 0,9 si 7,8 pg/mL a fost inregistrata o inhibitie medie
a microorganismelor planctonice Gram-pozitive de ~10% (Figura 2.3.1c), demonstrand
capacitatea de potentare a magnetitei nanodimensionate asupra efectelor antibioticului.

Cartografierea in IR (Figura 2.3.2, sus) a fost realizatd prin monitorizarea benzilor de
absorbtie caracteristice vibratiilor gruparilor C=0 (~1780 cm ™) si CH, (~2950 cm™), variatiile
de culoare fiind direct proportionale cu intensitatea absorbantei. Hartile IR ale filmului obtinut

prin drop-cast au evidentiat predominant zone de culoare albastra si verde, urmare a distributiei

17



Rezumatul tezei de doctorat — Ing. Mariana Oana Mihaela FUFA (GHERASIM) H 2021

neuniforme a PLGA/Fe;04@CEF pe suprafata substratului. Hartile IR ale materialelor procesate
MAPLE au evidentiat imbunatatirea distributiei gruparilor functionale monitorizate, indiferent de
valoarea fluentei laser. In ceea ce priveste distributia uniforma si transferul stoechiometric al

materialelor, cele mai bune rezultate au fost atribuite acoperirilor procesate la 400 mJ/cm?.
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Figura 2.3.2: Harti IR ale materialului initial PLGA/Fe304@CEF si ale filmelor PLGA/Fe30,@CEF obtinute la diferite
fluente laser (sus); Potentialul anti-biofilm al acoperirilor PLGA/Fe;0,@CEF (jos) asupra E. coli (a) si S. aureus (b)

.....

culturi de AFSCs, a relevat rezultate comparabile probelor control dupa 3 zile de incubare,
variatia viabilitatii celulare fiind mai redusa de 2%. Acoperirile PLGA/Fe;0,@CEF au inhibat
etapele de formare si maturare a biofilmelor bacteriene, indiferent de perioada de testare (Figura
2.3.2, jos). Tn cazul E. coli a fost inregistratd o eficientd moderata, dar sustinuta in timp, a
compozitelor Tmpotriva biofilmului bacterian. Materialele PLGA/Fe;0,@CEF au prezentat
eficienta sporita si de lunga duratd impotriva dezvoltarii biofilmului stafilococic.

in urma acestui studiu, a fost evidentiat potentialul acoperirilor PLGA/Fe30,@CEF de a
fi utilizate ca alterativd antimicrobiand pe termen scurt si mediu, dat fiind efectul puternic
inhibitor asupra colonizarii microbiene si formarii biofilmelor, evidentiat pentru o perioada de

cel putin 3 zile (perioada critica in ocurenta infectiilor asociate dispozitivelor implantabile).
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2.4. Acoperiri de microsfere de poli(lactidd-co-glicolida) si nanoparticule de magnetita
conjugate cu antibiotic

In scopul modificarii suprafetelor biomedicale cu straturi de acoperire capabile sa sustina
procesele fiziologice ale celulelor umane normale si sa perturbe etapele de contaminare si
colonizare microbiana, in cadrul acestui studiu au fost obtinute si evaluate acoperiri pe baza de
sfere biopolimerice de poli(lactida-co-glicolidd) incarcate cu nanoparticule de magnetita
functionalizate cu lincomicinad (PLGA/Fe30,@LINC) [29].

Nanoparticulele FesO,@LINC (dimensiune fizica medie de ~8 nm, morfologie cvasi-
sferica si structura de tip core/shell) au fost eficient inglobate in matricea sferelor polimerice in
urma procesului de microemulsie, conform observatiilor microstructurale (Figura 2.4.1.a) si
compozitionale. In comparatie cu datele aferente particulelor FesO,@LINC, spectrele IR ale
microsferelor PLGA/Fe;O,@LINC (Figura 2.4.1b) au evidentiat prezenta suplimentarda a
urmatoarelor vibratii: Tntinderea simetrica a gruparii carbonil din structura copolimerului,
suprapunerea intinderilor asimetrice ale C-O (din PVA) si C-O-C (din PLGA), suprapunerea
vibratiilor de intindere asimetricd ale -CH3 si —CH3— din structura LINC si PLGA (medalion).
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Figura 2.4.1: Imagine SEM a sferelor PLGA/Fe;0,@LINC (a); Spectre IR ale sferelor PLGA/Fe;0O,@LINC si
regiune in detaliu pentru evidentierea vibratiilor C—H (b)

Valoarea de 400 mi/cm? s-a dovedit optimd pentru obtinerea de acoperiri
PLGA/Fe304@LINC, atat din punct de vedere al integritatii chimice, cét si din punct de vedere
al transferului adecvat de material.

Potentialul acoperirilor nanostructurate de a promova adeziunea si de a sustine cresterea
celulelor stem derivate din tesut adipos (hASCs) a fost evaluat cantitativ. Dupa 24 de ore, a fost
evidentiata o viabilitate buna a hASCs, indiferent de tipul acoperirii. Dupa 48 de ore, a fost

.....

FesO4@LINC. Pentru suprafetele PLGA/Fes0,@LINC (300 mchmz) si PLGA/Fes0,@LINC
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(400 mJ/cm?) a fost inregistrat o crestere statistic semnificativa a proliferarii, evidentiind faptul
ca ambele tipuri de acoperiri nanostructurate au sustinut proliferarea hASCs.

Complementar, evaluarea calitativa a raspunsului biologic (Figura 2.4.2) a relevat aportul
considerabil mai mare al celulelor viabile (marcaj verde) in cazul acoperirilor nanostructurate
PLGA/Fe;04@LINC (300 mi/cm?) si PLGA/FesO,@LINC (400 md/cm?). n cazul suprafetelor
PLGA/Fe;0,@LINC (500 mchmz) si Fe304@LINC nu a fost observata o crestere a numarului
de celule moarte (marcaj rosu), concluzionand astfel faptul ca, desi permit adeziunea initiala a

hASCs, aceste tipuri de materiale esueaza in etapa de sustinere a proliferarii celulare.

PLGA/Fe,O,@LINC PLGA/Fe,0,@LINC PLGA/Fe,;0,@LINC P
(300 mJ/em?) (400 mJ/em?) (500 mJ/cm?) EO@LE

Figura 2.4.2: Viabilitatea si proliferarea celulelor stem dupa 48 de ore de tratament cu acoperiri
de sfere PLGA/Fe;0,@LINC (300 mJ/cm?, 400 mJ/cm?si 500 mJ/cm?) si de nanoparticule Fe;0,@LINC

Control

Micrografiile de fluorescenta, evidentiind filamente de actind (verde) si nuclei celulari
(albastru), au evidentiat abilitatea acoperirilor PLGA/Fe304@LINC procesate la fluentele laser
de 300 mJ/cm?® si 400 mi/cm® de a sustine morfologia tipici a hASCs si de a promova

dezvoltarea acestora, odata cu trecerea timpului (Figura 2.4.3).

24 ore 48 ore 7 zile

Figura 2.4.3: Morfologia globala a celulelor stem tratate timp de 1, 2 si 7 zile cu acoperiri
de sfere PLGA/Fe;0,@LINC (300 mJ/cm?) si PLGA/Fe;0,@LINC (400 md/cm?)

Control

PLGA/Fe,0,@LINC
(300 mJ/cm?)

PLGA/Fe;0,@LINC
(400 mJ/cm?)
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Considerand rezultatele fizico-chimice si datele biologice experimentale, fluenta laser de
400 m/cm?® a fost selectatd drept valoarea optima pentru obtinerea de acoperiri compozite
nanostructurate pe baza de sfere PLGA/Fe;0,@LINC cu aplicabilitate in domeniul biomedical.

Testele antimicrobiene au evidentiat capacitatea ridicata a acoperirilor de a inhiba
dezvoltarea biofilmului de S. aureus. A fost inregistrata diminuarea populatiilor bacteriene cu
peste 5 log (24 de ore), respectiv cu peste 4 ordine de marime (48 de ore).

A fost raportat potentialul acoperirilor Fes04@LINC si PLGA/Fes0,@LINC in
extinderea tratamentelor pe baza de LINC catre gestionarea complicatiilor asociate contaminarii
si colonizarii microbiene a dispozitivelor medicale. Mai mult, a fost evidentiat faptul ca
acoperirile nanostructurate pe baza de microsfere PLGA/Fe304,@LINC pot reprezenta candidati
cu potential clinic n strategiile de modificare biocompatibila a suprafetelor biomedicale, oferind

suplimentar eficienta ridicata si sustinutda impotriva contaminarii si colonizarii stafilococice.

3. Acoperiri nanostructurate biomimetice
3.1. Acoperiri de hidroxiapatitd, nanoparticule de argint conjugate cu uleiuri esentiale si

factor de crestere

Vizand sporirea bioactivitatii biomaterialelor metalice si modularea fenomenelor de
contaminare si colonizare oportunistd, in cadrul acestui studiu au fost dezvoltate acoperiri
nanostructurate pe bazd de HAp, nanoparticule de argint conjugate cu uleiuri esentiale
(Ag@EOs) si proteind morfogenetica osoasa (BMP4).

Studiul nano-argintului conjugat cu EOs de salvie (Salvia officinalis — S) si scortisoara
(Cinnamomum aromaticum — C) a fost realizat comparativ intre probele obtinute prin reducere
chimica clasica (Ag@S si Ag@C) si reducere asistata de ultrasunete (Ag@SU si Ag@CU) [30].

Indiferent de tipul uleiului esential si de conditiile de sinteza, analiza XRD (Figura 3.1.1)
a evidentiat prezenta de maxime de difractie intense la valori 20 de 38,2°, 44,3° si 64,5°. in
conformitate cu fisa PDF 00-004-0783 si cu datele de specialitate [31,32], aceste maxime au fost
atribuite planelor de difractie (1 1 1), (2 0 0) si (2 2 0) ale argintului cristalizat in sistem cfc,
acesta reprezentand singura faza cristalina identificata.

Comportamentul termic al probelor a fost influentat de tipul EO. In cazul particulelor
obtinute in prezenta Salvia officinalis au fost inregistrate pierderi masice totale de 2,443% (Ag@S)

si 1,824% (Ag@SU), indicand caracterul predominant metalic al probelor. Tn cazul particulelor
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sintetizate in prezenta Cinnamomum aromaticum, au fost inregistrate pierderi masice totale de
48,339% (Ag@C) si 40,625% (Ag@CU), indicand aportul considerabil al moleculelor organice

conjugate la suprafata nanoparticulelor.
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Figura 3.1.1: Difractogramele de raze X ale Ag@EOs

Imaginile TEM au evidentiat morfologia sferica a nanostructurilor AG@EOs. Un numar
redus de particule cu morfologie alungitd a fost identificat in cazul Ag@S si Ag@SU, aspect
atribuit monoterpenelor si sescviterpenelor cu structura si configuratie chimica variabile din EO de
salvie. Dimensiunea fizica medie a particulelor a fost de ~25 (Ag@S), ~27 nm (Ag@SU), ~16 nm
(Ag@C) si ~19 nm (Ag@CU). Imaginile HR-TEM au evidentiat structura de tip core/shell a
particulelor, relevand prezenta unui strat organic uniform la suprafata acestora. Grosimea peliculei
organice a fost de ~2 nm (Ag@s si Ag@SU), respectiv de ~5 nm (Ag@C si Ag@CU).

Ulterior administrarii sistemice pe model murin si examinarii histologice a organelor
vitale, a fost observati retentia tisulard preferentiali a AQ@EOs. In cazul tesuturilor cerebral,
miocardic si pancreatic nu au fost identificate modificdri morfologice sau alterdri ultrastructurale,
nici structuri straine, indiferent de perioada de testare (2 si 10 zile).

In cazul tesuturilor hepatice si pulmonare, a fost observata internalizarea nanostructurilor
la nivelul macrofagelor rezidente (macrofage hepatice stelate, respectiv pneumocite si macrofage
alveolare). Agregatele de Ag@C si Ag@CU au fost reduse dimensional. Urmare a stabilitatii
ridicate, agregate de dimensiuni mai mici au fost identificate si in cazul sistemelor sintetizate
sonochimic, dupa ambele perioade de evaluare.

Tn cazul tesuturilor renale, agregate anorganice au fost identificate exclusiv in vasele de

sénge, dimensiunea si distributia acestora fiind semnificativ reduse dupa 10 zile de la injectare.
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Prezenta agregatelor de Ag@EQOSs la nivelul pulpei rosii a splinei a fost dependenta de
timp. Chiar dacd au fost absente la nivelul pulpei albe, retentia nanostructurilor a determiat
hipertrofia acesteia, ca urmare a hiperproductiei de macrofage multinucleate.

Utilizand fluenta laser de 500 mJ/cm?, a fost realizat transferul eficient si stoechiometric
de acoperiri uniforme si compacte pe baza de hidroxiapatitd si nanoparticule de argint
(HAp/Ag@EOQSs), acestea prezentand grosime submicronica si topografie nanorugoasa.

Acoperirile HAp/Ag@EOs au manifestat efecte anti-biofilm considerabile si sustinute in
timp, eficienta sporita de inhibitie a biofilmelor microbiene fiind remarcata in cazul HAp/Ag@$S
st HAp/Ag@C.

Din punct de vedere calitativ, acoperirile HAp/Ag@EOs nu au interferat cu dezvoltarea
celulelor osoase MG-63 dupa 48 de ore, fiind substraturi benefice pentru adeziunea, raspandirea
si cresterea normala a acestora (conform FM si SEM).

Rezultatele cantitative ale osteoblastelor crescute pe suprafetele nanostructurate au
evidentiat caracterul citocompatibil al acoperirilor HAp/Ag@EOs. Aditia proteinei morfogenetice
osoase (BMP4) in acoperirile nanostructurate a determinat imbunatatirea considerabila a viabilitatii
celulare, procentele de celule viabile inregistrand cresteri semnificative statistic intre 8% si 24%.

In cadrul acestui studiu, a fost evidentiati activitatea anti-biofilm a acoperirilor
compozite HAp/Ag@EOSs, precum si abilitatea acestor suprafete nanostructurate de a sustine
viabilitatea, adeziunea si dezvoltarea normald a celulelor osoase. Mai mult, evaluarea
acoperirilor HAp/Ag@EOs/BMP4 a relevat rolul benefic al prezentei proteinei osteoinductive
asupra viabilitatii osteoblastelor, demonstrand potentialul superior al materialelor dezvoltate

pentru modificarea de suprafata a implanturilor utilizate in aplicatii ortopedice si ortodontice.

3.2. Acoperiri de hidroxiapatita, antibiotic si factor de crestere

In scopul imbunatatirii bioactivitatii dispozitivelor implantabile destinate restaurarii sau
inlocuirii tesutului osos si al moduldrii fenomenelor oportuniste de contaminare si colonizare
microbiana, Tn cadrul acestui studiu au fost dezvoltate acoperiri compozite pe baza de
hidroxiapatita (HAp), kanamicina (KAN) si factor de crestere fibroblastica (FGF2) [33].

In concordanta cu fisa PDF 01-071-5048 si cu rezultatele de specialitate [34,35],
difractograma de raze X (Figura 3.2.1a) a evidentiat prezenta HAp cristalizate Tn sistem hexagonal

drept singura faza cristalina a pulberii obtinute. Pulberea de HAp a constat din agregate poliedrale
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ascutite formate din particule individuale cu aspect acicular caracteristic si dimensiuni nanometrice
(Figura 3.2.1b). Analiza TEM (Figura 3.2.1.c) a relevat prezenta de agregate de nanoparticule cu

morfologie platad sau bastonas (lungime sub 100 nm si latime cuprinsa intre 5-25 nm).
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Figura 3.2.1: Difractograma de raze X a HAp (a); Imagine SEM a HAp (b); Imagine TEM a HAp (c)

Din punct de vedere al transferului uniform si eficient al materialelor compozite (harti
IR) si al conservarii integritdtii chimice (spectre IR), rezultate optime au fost evidentiate
utilizand valoarea de 300 mJ/cm? a fluentei laser. Analiza SEM a acoperirilor HAp/KAN/FGF2 a
evidentiat transferul nealterat si uniform al agregatelor compozite. A fost observatd morfologia
preferentiald de tip bastonas, precum si prezenta unui strat exterior de intensitate redusd la
suprafata particulelor de apatita.

Comportamentul biologic al discurilor de Ti modificate cu acoperiri pe baza de HAp
(fluentd laser de 300 mJ/cm®) a fost evaluat pe culturi de celule preosteoblaste MC3T3-E1.
Activitatea metabolica a celulelor cultivate pe discurile acoperite a fost comparabild cu cea a
controlului, variatiile viabilitatii celulare fiind sub 10%. Complementar, suprafetele nanostructurate
nu au indus eliberarea NO, nivelul acestuia fiind apropiat de valoarea aferenta controlului.

De asemenea, a fost observat faptul ca acoperirile pe baza de HAp au fost benefice pentru
adeziunea si raspandirea uniforma a celulelor MC3T3-E1 (Figura 3.2.3). Celulele au prezentat
morfologie normala si caracteristici fenotipice de tip osteoblast (structura aplatizatd, filamente de
actind alungite, extensii multiple ale citoscheletului si nuclei centrali proeminenti).

Capacitatea acoperirilor incarcate cu KAN de a interfera cu dezvoltarea biofilmelor
bacteriene a fost demonstratd in prezenta S. aureus si P. aeruginosa, actiune inhibitorie mai
pronuntati fiind inregistrata asupra tulpinii Gram-pozitive. In ambele situatii, efecte inhibitorii
mai pronuntate au fost produse de materialele HAp/KAN si HAp/KAN/FGF2 dupd 48 de ore.

Faptul ca efectele antimicrobiene au fost mentinute, chiar intensificate dupa 48 de ore de
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incubare, a fost corelat cu stabilitatea ridicata a acoperirilor nanostructurate. Acest interval de
timp este esential in studiul biofilmelor microbiene, deoarece — in conditii optime — perioada

necesara pentru maturarea si dispersia microorganismelor sesile nu depaseste 24 de ore.

]

Control p HAp/KAN/FGF2
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Figura 3.2.2: Morfologia globala a celulelor osteoprogenitoare dupa 24 de ore de tratament cu acoperiri
HAp/KAN, HAp/FGF2 si HAp/KAN/FGF2

Acoperirile compozite dezvoltate in acest studiu au dovedit activitate biologica
prelungita, biocompatibilitate ridicatd si eficientd anti-biofilm sustinutd, aspecte esentiale ce

vizeaza aplicabilitatea in ingineria tesuturilor dure si implantologia ortopedica si ortodontica.

3.3. Acoperiri de polilactida, hidroxiapatita si factor de crestere

Scopul acestui studiu a fost de a evalua raspunsul biologic al acoperirilor pe baza de
polilactida (PLA), hidroxiapatita (HAp) si proteina osteogenica (BMP4), destinate modificarii
suprafetelor implanturilor ortopedice si ortodontice.

Analiza XRD a evidentiat prezenta HAp hexagonale drept singura fazad cristalind a
pulberii obtinute. Tn spectrul IR au fost identificate benzi de absorbtie caracteristice gruprii
PO,%: intindere asimetrici si simetrica a P-O, deformare asimetrica a O—P—O. Imaginile SEM au
evidentiat prezenta de agregate formate din particule individuale nanodimensionate de
morfologie aciculara (latime de ~10 nm, lungime de ordinul zecilor — sutelor de nm).

Din punct de vedere al integritatii compozitionale si al transferului eficient, fluenta laser
de 300 mJ/cm? a fost identificatd drept valoarea optima pentru procesarea PLA/HAp/BMPA4.
Analiza SEM a evidentiat transferul uniform si compact al materialului compozit, distributia
uniforma a agregatelor de HAp in matricea polimerica si formarea de acoperiri continue, de

grosime submicronica.
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Capacitatea acoperirilor nanostructurate PLA/HAp/BMP4 de a sustine adeziunea,
viabilitatea si proliferarea celulelor osteoprogenitoare MC3T3-E1 a fost investigata dupa 2 si 7
zile de la insdmantare. Rezultele evaluarii calitative au evidentiat capacitatea crescutd a celulelor
de a se atasa la suprafata materialului PLA/HAp/BMP4, celulele viabile acoperind uniform si
aproape complet substratul. Investigarea activitatii metabolice a evidentiat capacitatea
acoperirilor de a sustine proliferarea celulara, fiind observatd o crestere semnificativd a
viabilitatii la 7 zile de la cultivare, comparativ cu cea inregistratd dupa 2 zile. Efectele benefice
ale interactiei celulelor MC3T3-E1 cu materialele studiate au fost demonstrate si prin investigarea
morfologiei celulare.

In cadrul acestui studiu, a fost raportati eficienta acoperirilor nanostructurate
PLA/HAp/BMPA4, fabricate prin procesare laser, de a sustine adeziunea, viabilitatea si proliferarea

celulelor osteoprogenitoare, fard a interfera cu dezvoltarea celulara normala.

Concluzii generale

Activitatea de cercetare aferenta tezei de doctorat a avut ca scop principal dezvoltarea de
platforme nanostructurate bioactive cu aplicabilitate Tn terapia anti-infectioasa si in ingineria
tisulara, studiile realizate vizand sinteza, optimizarea si evaluarea de noi biomateriale, precum:
(i) sisteme biopolimerice (particule si filme) destinate potentarii efectelor farmacologice ale
principiilor active antimicrobiene si antiinflamatorii; (ii) filme subtiri nanostructurate destinate
prevenirii si limitdrii fenomenelor de contaminare si colonizare microbiand a suprafetelor
biomedicale; si (iii) acoperiri nanostructurate modificate cu molecule bioactive destinate
modularii proceselor infectioase si potentarii efectelor regenerative ale implanturilor metalice.

Contributiile originale ale primei sectiuni experimentale, cu titlul Formulari bioactive
farmacoterapeutice: (i) potentarea eficacitatii antibioticelor polipeptidice si aminoglicozidice prin
inglobare Tn microsfere compozite P(3HB-3HV)-CS; (ii) modularea eliberrii principiilor bioactive
si a hipertermiei activate magnetic prin inglobarea biosubstantelor In microsfere nanostructurate
PLGA-Fe30,; (iii) dezvoltarea de noi platforme cu activitate antimicrobiana si anti-biofilm, de
tipul sistemelor hibride PLGA-(CS)-Fe;04-1BUP; (iv) modularea interactiunilor celulare complexe
de la interfata implant/tesut, prin modificarea suprafetelor dispozitivelor implantabile cu acoperiri
bioactive PLGA/IBUP. Rezultatele obtinute au confirmat multifunctionalitatea microsferelor
hibride P(3HB-3HV)-CS-ATB si PLGA-(CS)-Fe;04-IBUP si a acoperirilor PLGA/IBUP, acestea
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reprezentand candidati promitatori pentru dezvoltarea de platforme farmacoterapeutice eficiente
destinate tratamentului controlat al patologiilor infectioase si inflamatorii, precum si Sporirii
performantelor dispozitivelor implantabile cu rol restaurativ si/sau regenerativ.

Contributiile originale ale celei de-a doua sectiuni experimentale, avand titlul Suprafete
nanostructurate antimicrobiene: (i) potentarea efectelor anti-patogenice ale substantelor
fitochimice si antibioticelor de sintezd prin conjugarea acestora de nanoparticule de magnetita;
(i1) obtinerea de suprafete nanostructurate antimicrobiene pe baza de poliesteri biodegradabili si
particule nanodimensionate de argint sau magnetitd functionalizata cu principii bioactive;
(iii) obtinerea de acoperiri hibride antimicrobiene pe baza de microsfere biopolimerice incarcate
Cu nano-magnetitd functionalizatd cu medicament; (iv) modularea bioactivitatii si a
modificarea acestora cu acoperiri obtinute prin MAPLE; (v) utilizarea tehnicii MAPLE pentru
fabricarea de noi platforme destinate terapiei anti-infectioase. Rezultatele studiilor realizate au
confirmat potentialul materialelor nanostructurate obtinute de a fi utilizate ca acoperiri
biocompatibile pentru suprafetele biomedicale, asigurand in acelasi timp prevenirea si limitarea
fenomenelor de contaminare si colonizare microbiana.

Contributiile originale ale ultimei sectiuni experimentale, intitulata Acoperiri
nanostructurate biomimetice: (i) conjugarea moleculelor bioactive de origine naturala pe
suprafata nano-argintului, utilizand protocoale clasice si sonochimice de reducere a sdrurilor
metalice; (i1) cresterea stabilitdtii chimice a nanoparticulelor de argint si cresterea stabilitdtii
termice a uleiurilor esentiale prin sinteza de nanostructuri Ag@EOs; (iii) modularea bioactivitatii
si a fenomenelor de contaminare si colonizare microbiana a suprafetelor implanturilor metalice
prin modificarea acestora cu acoperiri nanostructurate biomimetice si antimicrobiene;
(iv) utilizarea tehnicii MAPLE pentru transferul de molecule bioactive de tipul factorilor de
crestere. In completarea studiilor care raporteaza eficienta biomaterialelor modificate cu factori
de crestere prin procedee chimice blande, a fost demonstratd — pentru prima datd — eficienta
procesarii MAPLE asupra fabricarii de acoperiri modificate cu factori de crestere. Rezultatele
studiilor realizate au demonstrat potentialul promitator al acoperirilor nanostructurate incarcate
cu BMP4 si FGF2 in modularea bioactivitatii implanturilor metalice.

Rezultatele obtinute in activitatea de cercetare aferenta tezei de doctorat, sustinute de

diseminarea acestora in jurnale de specialitate indexate Clarivate si cotate cu factor de impact,
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confirma si valideaza multifunctionalitatea materialelor nanostructurate dezvoltate, acestea fiind
candidati promitatori pentru aplicatii care vizeaza terapia anti-infectioasa controlata, modularea
proceselor infectioase asociate dispozitivelor implantabile si sporirea performantelor

biofunctionale ale implanturilor ortopedice si ortodontice.

Diseminare rezultate

Contributiile originale ale activitatii de cercetare desfasurate pe perioada studiilor
doctorale au fost concretizate prin diseminarea rezultatelor obtinute 1n articole stiintifice (lucrari
publicate in jurnale de specialitate recunoscute international, indexate Clarivate si cotate ISI) si
prin participarea la conferinte de specialitate, nationale si internationale. De asemenea, articolele
de tip review si capitolele de carte publicate in aceastd perioadd au reprezentat parte din

contributia personala la progresul stiintific al domeniilor de cercetare vizate.
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