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Nanotuburi de TiO2 spatiate utilizate ca platforme pentru eliberare
de medicamente si regenerare osoasa

-Rezumat etapa 2-
Activitati etapa:
1. Reactia inflamatorie generatd de macrofage la contactul cu TNT spatiate;

2. Stabilirea dozei optime de medicament necesara pentru imbunatatirea vindecarii osului si

efectele sale in inflamatie.

Titanul este un material larg utilizat in ortopedie datorita abilitétii sale de a se integra la
chimice ale materialului poate promova diferentierea celulelor stem si stimula producerea de
factori osteoblastici precum si formarea de tesut osos nou. Cu toate acestea, efectul generat de
aceste suprafete asupra celulelor imune este inca incomplet elucidat. Astfel, pentru a aborda in
mod cuprinzdtor capacitatea de osteointegrare a implanturilor, este nevoie atit de evaluarea
raspunsului celulelor osoase cét si al macrofagelor.

Tn acest context, prezentul proiect si-a propus evaluarea comparativa a comportamentului
pre-osteoblastelor MC3T3-E1 si macrofagelor RAW 264.7 in contact cu suprafetele de titan (Ti)
nemodificate si acoperite cu nanotuburi de TiO> clasice (TNT) sau spatiate (TNTs) pe fondul
rezultatelor contradictorii din literatura de specialitate privind performanta biologica a acestor
suprafete nanostructurate. In plus, se are In vedere potentiala lor utilizare ca sisteme de livrare
locald de compusi cu efect asupra metabolismului tesutului 0sos ce contribuie la imbunatatirea
osteointegrarii implantului, un reprezentat in acest sens fiind simvastatina (SV).

Tn cadrul acestei a doua etape de implementare a proiectului NanoDelBone s-a evaluat
raspunsul inflamator generat de celulele RAW 264.7 mentinute in contact cu suprafetele de Ti,
TNT si TNTSs, in conditii standard sau in prezenta unui stimul pro-inflamator reprezentat de
lipopolizaharidul bacterian (LPS). Astfel, intr-o prima abordare experimentald a fost evaluata
capacitatea acestor materiale de a sustine adeziunea, proliferarea si supravietuirea celulara

precum si caracteristicile morfologice ale celulelor. Totodata a fost evidentiatd capacitatea



acestor suporturi de a induce formarea de celule gigant multinucleate in vitro si de a induce
secretia de mediatori cu rol in inflamatie: oxid nitric si citokine/chemokine pro- si anti-
inflamatorii.

Testele in vitro utilizand linia celulara de macrofage murine RAW 264.7 au demonstrat
ca particularitatile structurale ale TNTs nu determina citotoxicitate si au capacitatea de a sustine
supravietuirea si proliferarea celulara la un nivel aproximativ similar nanotuburilor clasice, atat
in conditii normale cét si in prezenta stimulului pro-inflamator. in ceea ce priveste adeziunea
celulara se observa o capacitate usor mai scazutd a TNTs comparativ cu celelalte doud suprafete
de a sprijini acest proces. Totusi, nu se constatd modificari morfologice exceptand suprafata
plana de Ti pe care se remarca trasaturi caracteristice activarii macrofagelor (dimensiuni mai
mari, plieri pronuntate ale membranei plasmatice, o capacitate crescutd de etalare si numeroase
pseudopode). Mai mult, in prezenta LPS capacitatea de fuziune a macrofagelor scade in ordinea
Ti>TNTs>TNT. Totodata, analizand rezultatele obtinute la evaluarea nivelului de secretie a NO
si al citokinelor/chemokinelor pro- si anti-inflamatorii se poate concluziona ca Ti si TNTs
genereaza, in general, un raspuns inflamator mai acut comparativ cu suprafata acoperitda cu TNT
clasice.

Cea de-a doua parte experimentald a vizat stabilirea unei doze optime de SV care sa
induca raspunsuri ale osteoblastelor si macrofagelor cit mai favorabile osteointegrarii. In acest
scop au fost testate diferite doze de medicament in termeni de supravietuire/proliferare celulara,
n cazul ambelor linii celulare studiate. Totodata, a fost investigat efectul dozelor non-toxice de
SV asupra diferentierii osteoblastelor si raspunsului inflamator al macrofagelor.

Rezultatele obtinute au permis identificarea dozelor toxice si bioactive de SV si au
evidentiat un efect usor inhibitor al acesteia asupra proliferarii celor doua linii celulare testate,
diferentele nefiind semnificative in raport cu controlul netratat (substratul de plastic). Totodata
analiza efectelor dozelor netoxice de SV asupra diferentierii pre-osteoblastelor MC3T3-E1 (in
termeni de expresie a fosfatazei alcaline intracelulare, formare a depozilor de calciu si a matricei
colagenice) si a nivelului de sinteza si secretie al mediatorilor pro-inflamatori IL-1p, IL-6 si
TNF-a de citre macrofagele RAW 264.7 a demonstrat cd o concentratie de 10'M SV este
adecvata pentru inducerea unui raspuns celular favorabil osteointegrarii implantului. Prin urmare,
in etapa urmatoare a proiectului, suprafetele nanostructurate elaborate vor fi functionalizate cu

SV astfel incét sa se asigure aceasta concentratie.



