Fisierul V.B

B.1. Propunerea de proiect (max. 10 pagini in limba romana )

1. Titlul, cu indicarea domeniului stiintific din lista de la sectiunea VI

Acoperiri nanostructurate cu aplicatii in ingineria tisulara

Domeniul stiintific: 7. Bio si nano materiale/tehnologii pentru industrie si medicina

2. Cuvinte cheie: nanomateriale, biocompatibilitate, acoperiri bioactive



3. Obiective, cu indicarea importantei acestora

Pentru a creste activitatea osteogenetica a implanturilor metalice s-au depus numeroase
eforturi in gasirea de solutii variate cum ar fi: dezvoltarea de materiale compozite si aliaje,
modificarea si texturarea suprafetelor, acoperirea sau functionalizarea suprafetelor [1,2]. O
abordare eficientd in sprijinirea integrarii implanturilor metalice si in depasirea bioinertiei ce le
caracterizeaza este modificarea suprafetelor prin acoperirea cu straturi bioactive ce au capacitati
osteoconductive si/sau osteoinductive [3,4].

Pentru a creste biocompatibilitatea dispozitivelor protetice si pentru a asigura obtinerea
de materiale nanostructurate adaptate pentru o aplicatie biomedicala particulara, cercetarea
actuala vizeaza dezvoltarea si testarea de structuri cu functionalitate multipla. Au fost astfel
studiate si raportate numeroase materiale biocompatibile si biodegradabile implicate in obtinerea
de suporturi acelulare, acestea jucand un rol important in realizarea de materiale nanostructurate
utilizate pentru ingineria tisulard si medicina regenerativa. Hidroxiapatita sintetica (HAp) este
unul dintre cele mai utilizate biomateriale pe bazd de fosfat de calciu pentru aplicatiile in
ingineria tesutului osos, deoarece prezintd o asemanare chimicd si structurald cu apatita
biomimetica [5,6] si o excelentd biocompatibilitate [7]. HAp sintetic este responsabil pentru o
concentratie locald crescutd de Ca?*, care poate stimula proliferarea osteoblastelor si poate
incuraja cresterea si diferentierea celulelor stem mezenchimale [8]. Acoperirile obtinute prin
procesare laser pe bazd de HAp au demonstrat eficientd ridicatd pentru osteointegrarea
implanturilor metalice si regenerarea osoasi ulterioara [9,10]. Tn plus, osteointegrarea
acoperiri compozite sau hibride, deoarece prezenta diferitilor ioni [11,12,13] si nanostructuri
[14,15] induc efecte benefice asupra cristalizarii, proprietatilor mecanice, degradarii si activitatii
biologice ale apatitei.

Tn procesul de fabricare a acoperirilor trebuie tinut cont de mai multe aspecte. Acoperirile
obtinute trebuie sa indeplineasca concomitent urmatoarele caracteristici: aderenta, hidrofilicitate,
uniformitate si nu in ultimul rand reproductibilitate. Luand n considerare cele mentionate
anterior putem contura principalele obiective ale prezentei propuneri:

O1. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor
O2. Modificarea suprafetei implanturilor din titan prin procesare laser

O3. Caracterizarea acoperirilor obtinute prin procesare laser



4. Metodologie, cu indicarea gradului de originalitate

Prezenta propunere are ca scop principal imbunatatirea bioactivitatii implanturilor
metalice prin modificarea suprafetelor dispozitivelor implantabile in scopul accelerarii refacerii
tesuturile dure afectate.

Modificarea suprafetei cu acoperiri de fosfat de calciu obtinute prin procesare cu
impusluri reprezinta o alegere potrivitd pentru imbunatatirea gradului de integrare a implanturilor
metalice si biofunctionalitatii acestora [16,17]. Se stie ca tehnica de procesare laser are unele
avantaje, cum ar fi sinteza de acoperiri omogene si uniforme de dimensiuni nanometrice sau
nanostructurate si posibilitatea de a obtine acoperiri compozite care contin substante organice,
cum ar fi polimeri [18,19] si biomolecule [20,21]. Unul dintre componenetele din prezentul
studiu este hidroxiapatita sintetica (HAp). Acesta este unul dintre cele mai utilizate biomateriale
pe baza de fosfat de calciu pentru aplicatiile In ingineria tesutului osos, deoarece prezintd o
asemanare chimica si structurald cu apatita biomimetica [22,23] si o excelentd biocompatibilitate
[24]. HAp sintetic este responsabil pentru o concentratie locald crescuti de Ca®*, care poate
stimula proliferarea osteoblastelor si poate incuraja cresterea si diferentierea celulelor stem
mezenchimale.

Un alt component din structura acoperiri va fi argintul (Ag), mai exact nanoparticule de
Ag. Acestea reprezinta una dintre categoriile de nanomateriale pentru biomateriale si
biotehnologii noi si imbunatatite, cu utilizare in industria farmaceutica si cosmetica, terapia
antiinfectioasd si ingrijirea ranilor, industria alimentara si textila. Aplicabilitatea lor extinsa si
versatila se bazeaza pe proprietatile reale si usor de reglat ale nanoparticulelor de Ag, inclusiv
comportamentul fizico-chimic remarcabil, eficienta antimicrobiand exceptionald, actiunea
antiinflamatoare si activitatea antitumorala. Pe langa produsele pe baza de Ag disponibile
comercial si sigure clinic, unele studii recente au evaluat aplicabilitatea Ag de dimensiuni
nanometrice ca agent terapeutic n strategii augmentate si alternative pentru terapia cancerului,
platforme de detectare si diagnosticare, biomateriale restaurative si regenerative.

Diferite studii din ultimii ani au investigat toxicitatea nanoparticulelor de Ag in tesuturile
umane si au demonstrat aplicabilitatea acestora ca agenti terapeutici pentru produsele
farmaceutice [25,26]. Alt aspect important este ca efectele toxice manifestate de nanoparticulele

de Ag sunt puternic influentate de morfologia si dimensiunea lor. De exemplu, citoplasma si



organelele celulare sunt mai predispuse sa fie afectate de particule de dimensiuni reduse [27,28].
Datorita nanodimensiunii si chimiei suprafetei reactive, particulele de Ag sunt capturate si
interiorizate de celule [29]. Aglomerarea lor intracelulara poate deteriora grav constituentii
celulari (peretele celular, citoplasma), precum si organitele vitale (mitocondriile) si
macromoleculele esentiale (proteine, enzime, ADN) [30,31]. De asemenea, un alt posibil
mecanism pentru toxicitatea acestor nanoparticule este apoptoza celulara [32,33].

In prezentul studiu se doreste fabricarea unor acoperiri ce vor avea in component, in
afara de HAp si nanoparticule de Ag, si carboximetilceluloza (CMC), iar in functie de rezultatele
obtinute la testele in vitro se va decide adaugarea sau nu a unui factor de crestere. Acesta din
urma are un rol esential pe durata refacerii si regenerarii tesutului osos reprezentand o strategie
atractivd pentru a promova si sustine osteointegrarea implanturilor metalice si vindecarea
continuare prin dezvoltarea de acoperiri compozite, deoarece prezenta diferitilor ioni [34,35,36]
si nanostructuri [37,38] induc efecte benefice asupra cristalizarii, proprietitilor mecanice,
degradarii si activitatii biologice ale apatitei.

De mentionat faptul ca acoperirile destinate dispozitivelor biomedicale trebuie sa
indeplineasca o serie de caracteristici obligatorii, precum stabilitate si durabilitate,
reproductibilitate, adaptabilitate la suprafata ce se doreste a fi modificatd. Modificarea
suprafetelor implanturilor metalice, efectuata prin tehnici mecanice, chimice sau fizice
[39,40,41], are ca rezultat imbunatatirea proprietatilor de biocompatibilitate, reactivitate,

hidrofilicitate, rugozitate, energie si Incarcarea pe suprafatd a implanturilor.

O1. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor

A.1. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor

Obtinerea nanoparticulelor de hidroxiapatita (HAp) si Ag se va face cu ajutorul metodei
hidrotermale sau co-precipitare [42]. Investigarea cristalinitatii nanoparticulelor se va face prin
Difractie de Raze X (XRD), iar in ceea ce privesc dimensiunea si forma acestora se va utiliza

Microscopia Electronica prin Transmisie (TEM) / Microscopia Electronicd de Baleiaj (SEM).

O2. Modificarea suprafetei implanturilor din titan prin procesare laser

A.2. Fabricarea acoperirilor pe suprafata implanturilor din titan



Se vor prepara initial solutii volatile ce vor contine HAp, Ag si CMC (si in functie de rezultatele
in vitro se va adauga sau nu factor de crestere la solutia initiald), de concentratii mai mici de 5%
si se vor depune sub forma de acoperire prin procesare laser (Figura 1) pe substratul din titan.
Solventul utilizat in prepararea solutiei trebuie sd permitd solubilizarea, dar fara deteriorarea
integritatii structurii chimice a compusilor. Se vor optimiza parametrii experimentali astfel incat
acoperirile obtinute sa nu fie modificate din punct de vedere stoechiometric si astfel se va face un

studiu al parametrilor experimentali (fluenta, frecventa, nr de impulsuri, etc.).
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Figura 1. Reprezentarea schematica a fabricarii acoperirilor prin procesare laser [43]

O3. Caracterizarea acoperirilor obtinute prin procesare laser

A.3. Caracterizarea acoperirilor obtinute la A.2.

Pentru investigarea integritatii grupelor functionale caracteristice materialelor obtinute la A.2. se
va utiliza Spectrometria in Infrarosu cu Transformata Fourier - FT-IR. Cartografierea in
infrarosu a acoperirilor nanostructurate obtinute experimental se va face cu ajutorul Microscopiei
in InfraRosu — MIR, iar Tn scopul investigarii morfologiei si dimensiunii acoperirilor subtiri

obtinute se va utiliza tehnica SEM.

.....

A.4. Evaluarea biologica a acoperirilor

A.4.1. Evidentierea capacititii de crestere si multiplicare a microorganismelor selectate pe
esantioanele cu suprafata modificata

Stabilirea gradului de crestere si a capacitatii de aderentd a microorganismelor selectate la
acoperirile obtinute prin procesare laser se va face pe tulpini Gram pozitive si Gram negative.

Stabilirea capacitatii de aderentd a microorganismelor Selectate in prezenta acoperirilor obtinute



se va face pe esantioanele modificate prin metoda numararii coloniilor viabile, dupa incubarea
microorganismelor pana la 72 de ore in prezenta suprafetelor modificate.

A.4.2. Evaluarea citocompatibilitarii acoperirilor

Citocompatibilitatea va fi pusa in evidenta prin teste de proliferare si morfologie a culturilor
celulare osteoprogenitoare. Capacitatea acoperirilor nanostructurate de a sustine adeziunea,
viabilitatea si proliferarea celulelor osteoprogenitoare va fi investigata atat din punct de vedere
calitativ, cat si cantitativ, utilizand testele Live/Dead si MTT péana la maxim 7 zile de la

insamantarea celulelor pe substraturile cu suprafata modificata.

O. Diseminare — publicarea a 2 articole in zona Q1/Q2 cotate ISI

5. Rezultate estimate intermediare/finale cu indicarea calendarului de activitati

Rezultatele estimate sunt listate in Tabelul de mai jos.

Nr. crt. Activitate Rezultate intermediare/finale Perioada
(luni)
Ol Al. Sinteza si caracterizarea optimizarea metodei de sinteza; 1-4
nanoparticulelor nanoparticule de HAp, Ag; proprietati
fizico-chimice ale nanosistemelor
02. A.2. Fabricarea acoperirilor pe optimizarea procesului de obtinere a 4-8
suprafata implanturilor din titan acoperilor; suprafete din Ti modificate
03. A.3. Caracterizarea acoperirilor caracterizare fizico-chimica a| 9-14
obtinute la A.2. acoperirilor bioactive (exemplu: FT-
IR, SEM, unghi de contact, etc.)
O4. A.4. Evaluarea biologica a acoperiri cu proprietati
acoperirilor antimicrobiene/anti-aderente; 15-20
acoperiri biocompatibile cu potential
osteoinductiv
O Diseminare redactarea si  publicarea a 2 1-20
manuscrise

6. Articole estimate a fi elaborate cu indicarea factorului de impact minim al revistei unde vor fi
publicate
Rezultatele obtinute in cadrul studiului de fatd se vor disemina prin publicarea a 2

manuscrise n reviste de specialitate, cotate ISI, din zona Q1/Q2 cu factor de impact >3.

8. Suma solicitata (nu se vor specifica tipurile de cheltuieli).

Suma solicitata — 60000 lei



B.2. Titlu si rezumat in limba engleza (max. 10 randuri)

Nanostructured coatings with application in tissue engineering

Abstract:

Sever health conditions are reportedly generated at the occurrence of opportunistic local
infection and improper integration of metallic implants. Solving this issue often involves the
improvement of the protective coatings, making them an attractive and challenging selection for
improving the metallic devices’ biofunctional performances to restore or replace bone tissue. In
the framework of this project composite materials based on hydroxyapatite (HAp), Silver (Ag),
and CMC are proposed as multifunctional coatings for hard tissue implants. The goal of the
project is to obtained improved cytocompatibility via proliferation and morphological assays on
osteoblast cell cultures. The project proposes HAp, Ag and CMC as multifunctional materials
with superior osseointegration potential and the ability to reduce device-associated infections.
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