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

-Rezumat etapa 1-

Activitati etapa:

1. Evaluarea supravietuirii si proliferarii celulare a osteoblastelor mentinute in contact cu
nanotuburile de TiO2 (TNT) spatiate
2. Examinarea capacitatii de adeziune si a morfologiei osteoblastelor

3. Evidentierea capacitatii de diferentiere osteogenice prin evaluarea unor markeri specifici

In ultimii ani, cercetirile privind utilizarea nanomaterialelor ca sisteme de eliberare
controlatd de medicamente au prezentat un interes crescut in nanomedicina. Suprafetele de titan
(Ti) modificate cu nanotuburi de TiO2 (TNT) reprezinta un material cu o biocompatibilitate
excelentd, ce se integreaza bine la nivelul tesutului osos, prezintd stabilitate termica si chimica,
dimensiuni controlabile, suprafatd mare de contact, pori cu dimensiuni reglabile, chimie de
suprafatd ajustabild si raport mare suprafata/volum, datorat structurii lor lungi si bine aliniate.
Aceste particularitati favorizeaza proliferarea si diferentierea celulelor osoase. Mai mult, aceste
TNT au o structura morfologica ce permite incarcarea si eliberarea unei cantitdti mari de
molecule cu rol terapeutic. In ceea ce priveste spatierea dintre tuburi, s-a observat ci aceastd
caracteristicd de suprafata poate contribui la antrenarea fluxului continuu al mediului de cultura
precum si la schimbul de gaze, nutrienti si molecule de semnalizare, stimuland astfel
metabolismul celular; aceste aspecte contribuie la 0 mai buna simulare a conditiilor existente in
vivo. Mai mult, datorita spatierii dintre tuburi, aceste nanomateriale ar putea permite incarcarea
unei cantitati mai mari de medicament. In acest context, avand in vedere avantajele unor structuri
nanotubulare spatiate, in cadrul prezentului proiect, se doreste dezvoltarea unor TNT spatiate
(TNTs) in vederea utilizarii lor ca platforme de livrare controlatd de medicamente si de
regenerare 0soasa.

In cadrul primei etape de implementare a proiectului NanoDelBone au fost dezvoltate

suprafetele de Ti modificate cu nanotuburi spatiate si testate din punct de vedere al raspunsului
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liniei celulare de pre-osteoblaste MC3T3-E1 comparativ cu suprafetele plane de Ti si cu TNT
clasice. Astfel, studiile au urmarit influenta TNTs asupra comportamentului acestor celule Tn
termeni de supravietuire/proliferare celulara, morfologie si diferentiere. Rezultatele testelor SEM
au aratat ca anodizarea foitelor de Ti Tn electrolitul di-etilen glicol (DEG) conduce la obtinerea
unor nanotuburi paralele, cu forma aproape cilindrica si la aparitia unor interspatii intre tuburi.
Testele in vitro au demonstrat ca aceste particularitati ale TNTs nu determina citotoxicitate si au
capacitatea de a sustine supravietuirea si proliferarea celulard la un nivel aproximativ similar
nanotuburilor clasice. Mai mult chiar, pe parcursul timpului de incubare, s-a observat ca
spatierea TNT a indus o activitate metabolicad usor crescutd comparativ cu Ti si TNT clasice.

Informatii privind adeziunea si morfologia celulelor MC3T3-E1 au fost obtinute prin
marcarea fluorescentd a actinei citoscheletale si a proteinei de adeziune, vinculina, urmata de
vizualizarea acestora in microscopie de fluorescentd. S-au remarcat diferente morfologice, n
organizarea citoscheletului actinic si stabilirea contactelor focale intre celulele crescute pe
suprafata plana de Ti pe de o parte si suprafetele nanostructurate, pe de alta parte, in special la 2
h de la insamantare. Aceste diferente ar putea fi induse de modelul de expresie a adeziunilor
focale asamblate prin interactiile stabilite intre receptorii integrinici si proteinele extracelulare a
caror adsorbtie este influentatd de caracteristicile topografice ale suprafetei biomaterialului. La
24 h de mentinere a osteoblastelor in contact cu aceste suprafete, adeziunile focale cele mai
evidente si fibrele de stres cel mai bine definite au fost exprimate pe suprafata plana de Ti
inregistrand o diminuare progresiva in ordinea Ti>TNT>TNTs. Organizarea citoscheletului
actinic si modelul prezentat de adeziunile focale par mult mai similare pe suprafetele de Ti si
TNT clasice in timp ce pe TNTs filamentele de actind sunt foarte fine iar placile de adeziune
focala mai mici.

Investigarea unor markeri specifici de diferentiere osteogenica a evidentiat ca suprafetele
nanotubulare, in special TNTs, au tendinta de a stimula activitatea fosfatazei alcaline, expresia
osteopontinului §i a osteocalcinului precum si mineralizarea matricei extracelulare.

In ansamblu, rezultatele obtinute demonstreaza ci nanotuburile spatiate nou dezoltate
sunt capabile de a induce un raspuns favorabil al osteoblastelor in termeni de supravietuire
celulard, proliferare si diferentiere putand reprezenta un substrat eficient pentru utilizarea lor ca
platforme de incércare a unor compusi cu rol terapeutic si ca platforme de inducere a regenerarii

osoase.



