Suprafete nanostructurate pentru dispozitive imtptantabile

- Raport stiintific si tehnic in extenso -

Context

Pe langd suportul biomecanic si performanta functionald, caracteristicile suprafetei
implanturilor metalice sunt aspecte esentiale care trebuie luate in considerare in timpul fabricarii
dispozitivelor implantabile pentru aplicatii ortopedice si ortodontice. S-a aridtat cd principalele
caracteristici specifice ale suprafetei implanturilor metalice sunt responsabile pentru stabilitatea
lor mecanici pe termen lung si rezultatele tribologice [1,2,3], rezistenta la coroziune si toxicitate
[4,5,6], precum si pentru osteointegrarea lor (prin influentarea comportamentului celulelor care
controleazi formarea finali a osului) [7,8,9]. Intrucat biomaterialele metalice reprezinta elemente
cheie pentru inlocuirea si restaurarea tesuturilor dure, au fost efectuate foarte multe studii in
incercarea de a limita principalele lor deficiente, si anume bioinertia §i bioactivitatea slaba.
Studiile raportate in literaturd au ardtat importanta caracteristicilor suprafetei pentru a ajunge la o
osteointegrare adecvatid si augmentatd [10,11,12,13], cu o atentie deosebitd datid formarii
interfatei bioactive implant-os.

Modificarea suprafetelor implanturilor metalice, efectuata prin tehnici mecanice, chimice
sau fizice [14,15,16], are ca rezultat imbunatitirea proprietitilor de biocompatibilitate,
reactivitate, hidrofilicitate, rugozitate, energie si incarcarea pe suprafatd a implanturilor.
Metodele fizice care au fost aplicate pentru a Imbunatitii activitatea osteogend a biomaterialelor
metalice implantabile includ pulverizarea termica [17], sputtering [18], implantarea ionicd [19],
tratamentul cu plasma [20] si procesarea asistatd cu laser [21]. O atentie deosebitd a fost orientata
citre aceasta din urmi, avand in vedere proprietatile fizico-chimice si performanta biofunctionald
superioard a implanturilor metalice texturate cu impusluri laser [22,23,24]. Dintre toate aceste
tehnici, se stie cd tehnica de evaporare laser pulsatd asistatd de o matrice (MAPLE) are unele
avantaje, cum ar fi posibilitatea de a sintetiza acoperiri omogene si uniforme de dimensiuni
nanometrice sau nanostructurate si acoperiri compozite sau hibride care contin substante
organice, cum ar fi polimeri [25,26,27] si biomolecule [28,29].

Modificarea suprafetei prin acoperiri cu fosfat de calciu obtinute prin procesare cu
impusluri reprezintd o alegere potrivita pentru imbunatatirea gradului de integrare a implanturilor
metalice si imbunatitirea biofunctionalitatii acestora [30,31]. Hidroxiapatita sinteticd (HAp) este
unul dintre cele mai utilizate biomateriale pe baza de fosfat de calciu pentru aplicatiile In
ingineria tesutului osos, deoarece prezintd o asemanare chimicd si structurald cu apatita
biomimetica [32,33] si o excelentd biocompatibilitate [34]. HAp sintetic este responsabil pentru
o concentratie locald crescutd de Ca?*, care poate stimula proliferarea osteoblastelor si poate
incuraja cregterea si diferentierea celulelor stem mezenchimale [32]. Acoperirile obtinute prin
procesare laser pe bazd de HAp au demonstrat eficientd ridicatd pentru osteointegrarea
implanturilor metalice si regenerarea osoasa ulterioara [21,32].
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continuare prin dezvoltarea de acoperiri compozite sau hibride, deoarece prezenta diferitilor ioni



[35,36,37] si nanostructuri [38,39] induc efecte benefice asupra cristalizarii, proprietatilor
mecanice, degradarii si activitdtii biologice ale apatitei.

Acidul polilactic (PLA) este un poliester alifatic liniar cu proprietati mecanice si
termoplastice  excelente, solubilitate si degradare superioard, biocompatibilitate si
biodegradabilitate controlabild [40,41,42]. A fost explorat pe scard largd pentru aplicatii
biomedicale, implanturi si grefe osoase [43,44,45]. in plus, acoperirile cu continut de PLA au
fost raportate ca platforme pentru eliberarea a moleculelor bioactive [46,47]. Sinteza acoperirilor
compozite PLA/HAp pentru o osteointegrare Imbunatatitd a implanturilor metalice a fost
subiectul cheie a mai multor lucrari din literaturd [48,49], avand in vedere versatilitatea fizico-
chimicd si comportamentul biologic al compozitelor PLA/HAp, precum si capacitatea acestora
de a imbunatati raspunsul osteogen al biomaterialelor metalice (atat in vitro [50], cét si in vivo
[51]).

Mai mult, imobilizarea sau incorporarea factorilor de crestere cu rol esential pe durata
refacerii si regenerarii tesutului osos reprezintd o strategie atractivd pentru a promova §i sustine
osteointegrarea implanturilor metalice si vindecarea ulterioara a osului. Au fost investigati mai
multi factori de crestere pentru capacitatea lor de a accelera procesul de vindecare a tesutului
osos, dintre aceastea proteinele morfogenetice osoase (BMP) au fost gisite ca fiind cele mai
promitatoare. Aceste citokine multifunctionale joaca un rol esential in remodelarea osoasd, atat
in timpul osteoclastogenezei, cat si al homeostaziei osteoclastelor [52,53]. BMP-urile au fost
studiate pe larg pentru ortopedie si chirurgia maxilo-faciald orald [54,55,56]. Biomaterialele
avansate bazate pe fosfati de calciu osteoinductivi, cum ar fi HAp [57,58] si fosfatul tricalcic
[59], au fost raportate ca platforme eficiente de livrare pentru BMP-uri osteogene.

Avand ca scop imbundtatirea bioactivitatii implanturilor metalice, am evaluat in cadrul
acestui studiu capacitatea acoperirilor compozite obtinute prin tehnica MAPLE pe baza de PLA,
HAp si BMP4 (PLA/HAp/BMP4) de a modula raspunsul complex al celulelor osteoprogenitoare.

Obiective propuse

Principalul scop al prezentei propuneri este de a aduce o solutie noua si durabild pentru
dispozitivele implantabile cu scopul de a reface tesuturile dure afectate si de a inlocui osul grav
afectat.

O1. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor de hidroxiapatita
02. Modificarea suprafetei implanturilor din titan
03. Testarea biocompatibilitatii suprafetei implanturilor din titan

A.1. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor de hidroxiapatita

Pentru a sintetiza pulbere de hidroxiapatitda (HAp), CaCl, si Na,HPO4*2H>0 au fost
dizolvate 1n apa ultrapura. Solutia care contine fosfor a fost apoi addugata prin picurare in solutia
care contine calciu, sub agitare continud. Ulterior, ajustarea pH-ului alcalin a fost efectuata prin
addugarea de NaOH de conc. 10%, iar solutia rezultata a fost supusd unui proces de maturare
timp de o zi. Produsul final a fost supus filtrarii, tratamentului triplu de spalare si uscare.

Ulterior uscdrii precipitatului vascos obtinut prin sintezd chimica, acesta a fost supus
analizei XRD (Figura 1). Au fost identificate maxime de difractie caracteristice hidroxiapatitei



cristalizate in sistem hexagonal la valori ale unghiului 26 de 26,4°, 28,7°, 29,4°, 32,2°, 33,9°,
34,1, 35,6°, 39,9°, 47,6°, 49,9° si 53,6°, planele de difractie corespunzitoare fiind marcate in
spectru. Prezenta dubletului intens aferent planelor (2 1 1) si (1 1 2) a fost asociatd cu formarea
HAp cristaline stoechiometrice [60]. Apartenenta la sistemul cristalografic, conform cu alte
rezultate raportate in literaturd [61,62], a fost determinati pe baza fisei JCPDS 09-0432. Desi
cristalinitatea probei a fost redusa (aspect evidentiat de peak-uri de reflexie largi si suprapuse;
rezultat al absentei tratamentelor termice [63,64]), nu au fost observate faze secundare, indicand
prezenta unei faze cristaline singulare de HAp pur.

1000

Intensitate (impulsuri/sec.)

A Y |
¥ WM"WWW‘A& ',\;,AJWW‘*“M‘

» ) @ ) @ 0
20 ()

Figura 1. Difractograma pulberii de HAp

Imaginile SEM aferente pulberii de HAp (Figura 2) au evidentiat prezenta unor agregate
formate din particule nanodimensionate de morfologie aciculara (latime de ~10 nm, lungime de
10—-100 nm). Aceste observatii au fost in conformitate cu alte studii privind microstructura HAp
sintetice [65,66].



Figura 2. Imagini SEM a pulberii de HAp

In spectrul IR aferent pulberii (Figura 3) s-au observat prezenta urmatoarelor benzi de
absorbtie caracteristice HAp: dubletul format din maximul de la ~1021 cm™ si la ~1100 cm™ a
fost atribuit intinderii asimetrice a grupirii POs~ (legitura P-O), in vreme ce intinderea
simetrici a acesteia a fost identificatd prin dubletul de la ~960 cm™ si ~870 cm™ [67,68]. Mai
mult, prezenta vibratiilor de deformare asimetrici a O-P-O (caracteristicd fosfatului) a fost
confirmati prin benzile IR pozitionate la ~601 cm™ si ~560 cm™ [69,70] prezenta bine definita a
acestui ultim dublet de absorbtie este o caracteristici a HAp cristaline [71] confirménd astfel
rezultatele XRD.
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Figura 3. Spectrul IR a pulberii de HAp

A.2. Modificarea suprafetei implanturilor din Ti

Implanturi discoidale din titan (cu diametrul si grosimea de 12 mm si, respectiv, 0,1 mm)
si siliciu (1 0 0) au fost folosite ca substraturi in timpul experimentelor MAPLE (procesare
laser). Inainte modificarii suprafetelor prin procesare laser, toate substraturile au fost supuse unui
tratament de curitare cu ultrasunete in acetond, etanol si apd deionizatd (15 minute pentru fiecare
pas), urmatd de uscare sub un jet de azot de puritate inalta.

Tintele solide necesare pentru experimentele prin tehnica MAPLE au fost obtinute prin
inghetarea suspensiilor PLA/HAp/BMP4 in DMSO (concentratie 3%) la temperatura azotului
lichid. In plus, tintele au fost iradiate cu un fascicul laser generat de un laser cu excimer
COMPexPro 205 Lambda Physics KrF* (A = 248 nm, tFWHM = 25 ns), la o rata de repetitie de
15 Hz si o presiune de 3 x 10 mbar. Distanta tintd - substrat a fost fixatd la 5 cm. Pentru fiecare
experiment au fost aplicate nn numdr total de ~ 58000 de impulsuri laser folosindu-se diferite
fluente laser (200, 300 si 400 mJ/cm?).

A.3. Caracterizarea acoperirilor obtinute la 4.2.

Identificarea parametrilor optimi de depunere a materialelor compozite PLA/HAp/BMP4
a fost posibili prin realizarea studiilor comparative de IRM intre probele drop-cast
(corespunzitoare materialelor initiale) si acoperirile subtiri obtinute la diferite valori ale fluentei
laser (Figura 4).

Hirtile IR (Figura 4, dreapta) au fost inregistrate pentru monitorizarea benzilor de
absorbtie ale grupirii carbonil (~1750 cm™) apartinand din poliester si ale gruparii fosfat (~1030
cm™) din faza apatitici. Variatiile cromatice din hartile IR, direct corelate cu intensitatea
absorbantelor benzilor monitorizate, furnizeaza informatii relevante cu privire la distributia
grupdrilor functionale pe substraturi si la eficienta transferului laser. Spectrele IR
corespunzitoare (Figura 4, stinga) au rezultat in urma colectarii datelor in diferite puncte de pe



suprafata probelor, acestea oferind detalii cu privire la integritatea compozitionala si
stoechiometria acoperirilor obtinute prin tehnica MAPLE.

Pe langi maximele de absorbtie caracteristice HAp (marcate la ~1100, ~1036 si ~980 cm™
1y au fost observate si benzile IR caracteristice PLA, dupa cum urmeaza: vibratii de intindere
asimetrica si simetrici ale legiturii C-H provenind din gruparile ~CH3 (intre 3000 — 2850 cm 1,
intinderea grupirii C=0 (~1750 cm™), deformarea asimetricd a C-H (~1450 cm 1), indoirea —
CH; (~1380 cm™), intinderea asimetricd a C-O-C (~1200 cm™), intinderea C—O (~1100 cm™)
[72,73]. Folosind datele aferente probelor drop-cast ca referintd, in cazul probelor obtinute prin
procesare laser, pentru cazurile utilizarii valorilor minima i maximad a fluentei laser s-a constatat
reducerea semnificativd (chiar disparitia) benzilor de absorbtie relevante. Aceastd observatie a
fost corelatd cu transferul insuficient (200 mJ/cm?) sau ne-stoichiometric (400 ml/cm?) al
materialelor compozite, aspecte confirmate de hartile IR asociate. Din punct de vedere al
integritatii compozitionale si al transferului eficient, rezultate optime au fost obtinute prin
utilizarea unei fluente laser de 300 mJ/cm?.
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Figura 4. Spectrul IR (stAnga) si hiartiile IR (dreapta) corespunzdtoare distributiei grupérii metilen ce apartine PLA-
ului (ay, az, a3, a4) §i a grupdrii fosfat ce aparatine HAp (by, ba, b3, bs) pentru acoperirile de PLA/HAp/BMP4




Ca urmare a rezultatelor IR, studiile in vitro au fost realizate pe acoperiri compozite de
PLA/HAp/BMP4 obtinute la fluenta laser de 300 mJ/cm?. Micrografia SEM (Figura 5a) a
evidentiat transferul uniform si compact al materialului compozit pe substrat, agregatele de HAp
de dimensiuni variabile fiind uniform distribuite in matricea polimerica.

La acest stadiu experimental nu s-a observat degradarea filmulelor de PLA, confirménd
concluziile extrase din masuritorile IR. Figura 5-b a evidentiat incorporarea eficienta a
nanoparticulelor de HAp in matricea PLA, acestea pastraandu-si dimensnea in timpul
transferului prin tehnica MAPLE. Mai mult, a fost observata o forma preferentiald de bastonas a
HAp, aceasta fiind corelati cu acoperirea individuald a nanoparticulelor anorganice de catre
matricea polimerici. Acest rezultat a fost legat de existenta interactiunilor fizice slabe intre cele
doud componente, evidentiat anterior de modificarea pozitiei benzilor de absorbtiec HAp in
materialele procesate cu tehnica MAPLE. Dupa cum s-a observat din investigatiile SEM, fluenta
laserului nu a modificat uniformitatea distributiei materialului compozit PLA/HAp/BMP4 pe
substrat. Acoperirea continui de dimensiuni sub-micrometrice (Figura 5-c) este compusd din
particule de diferite dimensiuni, imprastiate aleatoriu pe suprafatd, care au un rezultat pozitiv
asupra aderentei gi cresterii/proliferarii celulelor [74,75,76].

Trebuie mentionat, faptul c, in acest stadiu experimental nu au fost identificate semne de
degradare sau deteriorare a filmului de PLA, confirmand astfel observatiile studiilor in IR
privind transferul stoechiometric si indicand aderenta buna a acoperirii la substratul metalic. in
umra analizelor SEM la o mirire superioari (Figura 5b) a fost observata inglobarea eficientd a
particulelor de HAp in matricea de PLA, dimensiunile nanoparticulelor nefiind modificate.
Observarea morfologiei specifica de tip bastonas a HAp este corelatd cu acoperirea individuald a
particulelelor de citre filmul polimeric si formarea de interactiuni fizice slabe intre cele doud
componente. Aceastd concluzie este sustinutd de deplasarile spectrale ale benzilor de absorbtie
ale apatitei in cazul filmelor procesate MAPLE). Analiza in sectiune transversald (Figura 5c) a
evidentiat formarea de acoperiri continue, de dimensiune submicronica.

500 nm

Figura 5. Imagini SEM de ansamblu (a,b) si sectiune transversala (c) a acoperirii de PLA/HAp/BMP4 obtinute la
300 mJ/cm?



A.4. Evaluarea biologica a acoperirilor

Capacitatea materialului sintetizat de a sustine adeziunea, viabilitatea si proliferarea
celulelor 3T3-E1 a fost investigatd atit din punct de vedere calitativ, cat si cantitativ, dupd 2 si 7
zile de la insdmantarea celulelor pe suprafata materialului control §i al materialului original prin
testul Live&Dead si testul MTT. Dupi cum se poate observa in Figura 6, investigarea probelor in
microscopie de fluorescenti dupd marcarea cu kitul Live&Dead a evidentiat ci la 2 zile dupa
insimantarea celulelor 3T3-E1, capacitatea de adeziune a celulelor pe suprafata materialului
PLA/HAp/BMP4 a fost crescutd semnificativ comparativ cu controlul experimental. Mai mult, in
cazul materialului PLA/HAp/BMP4, celulele au fost distribuite uniform pe suprafata acestuia
comparativ cu materialul control, fiind prezente exclusiv celule vii. La 7 zile de la insamantare,
pe suprafata materialului PLA/HAp/BMP4 au fost observate exclusiv celule vii (verzi) care au
acoperit uniform suprafata noului material, comparativ cu proba control unde s-a observat o
crestere a numarului de celule moarte pe suprafata materialului si o tendintd a celulelor de a se

organiza in clustere, nefiind distribuite uniform pe suprafata.
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Figura 6. Imagini de microscopie de fluorescentd care evidentiaza celulele 3T3-El vii (verde) si moarte (rosu) la 2

si 7 zile de la insdmantarea pe suprafata materialului control i acoperirii PLA/HAp/BMP4



Investigarea activititii metabolice a celulelor 3T3-E1 (Figura 7) dupd 2 zile de la
insimantarea pe suprafata probelor nu a evidentiat modificari semnificative la nivelul viabilitatii
celulelor dupa contactul cu materialele. In contrast, la 7 zile de la InsimAantare, s-a observat o
crestere semnificativd a viabilitatii celulelor 3T3-E1 in contact cu materialul PLA/HAp/BMP4
comparativ cu controlul experimental. Mai mult, materialul PLA/HAp/BMP4 prezinta
capacitatea de a sustine proliferarea celulelor 3T3-El, fiind observatd o crestere semnificativad a
viabilititii celulare la 7 zile de la cultivare, comparativ cu cea observata dupd 2 zile. Rezultatele
obtinute au fost confirmate de nivelul LDH in mediul de culturd (Figura 8) care au evidentiat ca
materialul PLA/HAp/BMP4 prezinti un potential citotoxic semnificativ scdzut comparativ cu

materialul control.
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Figura 7. Reprezentarea grafici a viabilititii celulelor 3T3-E1 dup 2 si 7 zile de la contactul cu materialul control

si acoperirea PLA/HAp/BMP4 evidentiata prin testul MTT (**** p< 0.0001)
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Figura 8. Reprezentarea graficd a nivelului de LDH eliberat de celulele 3T3-El in mediul de culturd dupd 2 si 7 zile
de 1a contactul cu materialul control si acoperirea PLA/HAp/BMP4 ca misurd a citotoxicitatii acestora (F*** p<

0.0001)
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Figura 9. Imagini de microscopie de fluorescentd care evidentiazi morfologia celulelor 3T3-E1 pe suprafata
materialului control si acoperirii PLA/HAp/BMP4 dupi marcarea filamentelor de actind cu faloidina-FITC (verde) si

nucleilor cu DAPI (albastru).




Evaluarea efectului interactiei celulelor 3T3-El1 cu materialele studiate asupra
morfologiei celulare a fost realizatd prin microscopie de fluorescentd dupd marcarea probelor cu
faloidind-FITC si DAPL Dupi cum se poate observa in Figura 9, la 2 zile de la insdmantare
celulele 3T3-E1 prezintid o morfologie rotundd, caracterizatd de nuclei bine definiti si filamente
de actini scurte. Comparativ cu materialul control, pe suprafata materialului PLA/HAp/BMP4 se
observi o distributie uniforma a celulelor si un raport crescut de celule aderate. Dupa 7 zile de la
insimantare, se poate observa cd celulele prezintd un citoschelet bine-definit, celulele adoptand
morfologia lor specifici fibroblast-/ike, caracterizati de filamentele lungi de actind, in contact cu
materialul PLA/HAp/BMP4, pe suprfafata acestuia celulele fiind uniform distribuite. in contrast,
in cazul materialului control, desi predominant celulele au adoptat morfologia tipicd, exista
celule care si-au mentinut morfologia rotundd, fiind observat un citoschelet slab definit,
condensat in jurul nucleilor. Mai mult, pe materialul control, celulele prezintd tendinta de a se
organiza in clustere, nefiind capabile sa prolifereze pentru a acoperi intreaga suprafata.

in concluzie, comparativ cu materialul control, PLA/HAp/BMP4 prezintd proprietdti
biologice superioare, rezultatele obtinute ardtnd cd acesta este capabil sd sustind adeziunea,
viabilitatea si proliferarea celulari. Aceste rezultate care sustin biocompatibilitatea excelentd a
noului material sustin utilizarea acestuia in studii in vitro care si evalueze capacitatea

materialului de a sustine procesul de reparare in cazul leziunilor osoase.
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