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Introducere

Sticlele calcofosfatice sau bioceramice sunt folosite frecvent in inlocuirea tesutului osos
datorita biocompatibilitatii si osteoconductivtatii lor excelente. Numeroase studii aratd ca materialele
apatitice favorizeazd formarea si regenerarea osoasd, avand caracteristici optimi de suprafata pentru
aderenta, proliferarea si diferentierea celulelor osteoblaste [1]. Daca procedurile sunt realizate de
chirurgi experimentati, implanturile ortopedice folosite la fixarea oaselor sau la inlocuirea
articulatiilor prezinta o incidentd scazuta a infectiilor (< 1 — 2%) [2], dar numarul absolut de aceste
infectii este anticipat sd creascd impreuna cu cresterea numarului victimelor cu traumatisme si
pacientilor varstnici care necesita fixare osoasa sau inlocuirea articulatiilor [3].

Aderenta bacteriand pe dispozitivele medicale reprezinta primul pas in dezvoltarea infectiilor
si 1n ciuda tuturor eforturilor depuse, cum ar fi utilizarea de incéperi special sterilizate, curgerea
laminara a aerului si profilaxia sistemica cu antibiotice in cursul interventiilor, ele nu pot fi prevenite
in intregime. Aceasta la randul sdu duce la colonizarea bacteriand a suprafetei care sa conduca la
formarea unui biofilm microbian [4]. Microfilmele bacteriene reprezintd o strategie de dezvoltare si
supravietuire naturald a bacteriei, fiind modalitatea preferatd de existenta fatd de forma planctonica.
Biofilmul maturizat protejeaza bacteriile prin mai multe mecanisme de aparare legate de morfologia
biofilmului, oferind un addpost unic pentru bacterii in care sa prospere, rezultand astfel intr-o crestere
a rezistentei bacteriilor la antibiotice cu pana la mii de ori si la capacitatii de regenerare dupa atacurile
cu acestea[5]. Ca o consecintd a biofilmului, asociat cu alimentarea redusa cu sange a ranilor
chirurgicale, care de multe ori sunt greu accesibile si astfel ingreuneaza livrarea medicamentelor la
implanturi, tratamentele sistemice cu antibiotice au o eficientd redusa in tratarea acestor infectii [6].
Tratamentul sistemic are, de asemenea, aspectul negativ de efecte secundare si de toxicitate pentru a
mentine o dozd mare de antibiotic in sange, peste concentratia terapeutica. Daca Insd concentratia
antibiotica din sdnge cade sub nivelul inhibitor, poate aparea rezistenta in bacteriile contaminatoare.
In unele cazuri, de exemplu in catetere si valve cardiace materialele pot fi adaptate in asa fel incat si
reduca la minim adeziunea proteinelor si ulterior cea de bacterii. Dar in domeniul ortopedic se doreste
atasarea tesutului gazda, astfel incat metodele anti-aderente nu pot fi utilizate. In schimb eliberarea de
antibiotic local poate fi o procedura promitatoare pentru livrarea de medicamente la locul dorit Tn mod
eficient, actiune continua, fara ca ele sa aiba efecte secundare sistemice [7, 8].

Avand 1n vedere toate informatiile introduse mai sus scopul principal al acestei teze a fost de
a dezvolta sticle bioactive Incarcate cu antibiotic ca sistem de livrare locald a medicamentului in

vederea posibilei aplicari in ingineria tisulara. Proiectarea de materiale, cu proprietati de regenerare
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osoasd, proprietati mecanice si functionale bune este o alternativd promitatoare la utilizarea de
alografe, autografe si metale. Pentru aceastd abordare au fost considerate materialele bioactive
mezoporoase pe baza de dioxid de siliciu. Ele combina bioactivitatea cu o reactivitate mare care duce
la formarea de cristale apatitice ca si faze similare cu componenti anorganici a oaselor. In plus, ele
prezintd un volum mare al porilor, distributie ingustd a dimensiunii porilor si suprafata specifica mare,
care permit o incdrcare si profil de eliberare buna. Adsorbtia de medicamente in matricele
mezoporoase este determinatd de marimea porilor, dar precum majoritatea medicamentelor utilizate
in practica clinicad care sunt in scara nanometrica, ele pot fi introduse cu usurintd in porii matricei
mezoporoase. A fost demonstrat ca o suprafatd mai mare, creste capacitatea de Incarcare a matricei
[9].

Din punct de vedere al structurii, prezenta tezd se compune din sase capitole, precedate de
introducerea prezentata, lista de tabele si figuri si urmate de concluzii generale de asemenea prezentate
aici, si referinte.

Primul capitol cuprinde o prezentare generala a biomaterialelor, a infectiilor legate de acestea
si a antibioticelor utilizate. Al doilea descrie metodele de sinteza folosite pentru prepararea mostrelor
de sticld bioactiva, a aerogelulilor si a microsferelor. lar in capitolul al treilea sunt prezentate pe scurt
metodele experimentale folosite in prezenta lucrare, cu descrierea aparatelor si a parametrilor de
examinare folosite in lucrare. Primele trei capitole nu sunt prezentate in rezumat.

Rezultatele tezei sunt prezentate in ultimele trei capitole, de asemenea rezultatele selectate vor
fi prezentate in acest rezumat, in ordinea in care au fost prezentate in tezd. Capitolul patru prezinta
absorbtia proteinelor pe sticlele bioactive in diferite conditii, cu ajutorul spectroscopiei fotoelectronice
de raze X si a unor analize de suprafata specifica. Capitolul cinci se imparte in doud parti si descrie
absorbtia si profilul de eliberare a tetraciclinei din mirosfere si xerogeluri preparate dupa metoda sol-
gel, cu compozitia asemandtoare sticlei 45S5Bioglass®. Ultimul capitol, se imparte si el in doud parti:
prima parte prezinta caracteristicele xerogelurilor, in timp ce a doua se ocupd cu caracteristicile
aerogelurilor, ambele avand la bazd o sticld bioactiva preparata prin metoda sol-gel cu compozitie
60%S102 30%Ca0 10%P20s (molar %). Atat probele xerogel cat si cele aerogel sunt studiate ca
sisteme potentiale de livrare locald de medicamente. In aceastd privinta, a fost evaluat profilul de

incarcare si eliberare a patru antibiotice diferite atat pe xerogeluri cat si pe si aerogeluri.

1 Interactiuni sticla bioactiva - suprafata de mediu biologic

Primul lucru cu care biomateriale vin in contact atunci cand sunt introduse intr-un mediu

biologic sunt fluidele biologice si, In consecinta proteinele din aceste fluide [10]. Este important sa se
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inteleagd interactiunile dintre mediul biologic si biomateriale. Adsorbtia proteinelor pe suprafata
determina formarea de biofilme, un proces prezent in infectii asociate cu implanturi medicale, carii
dentare, si tehnologii al mediului. Unul din factorii cunoscuti ce influenteaza adsorbtia de proteine
este concentratia ionicd in lichidul in care proteinele se dizolva [11], Ca si un model de proteine este
ales methemoglobina de cal, fiindca in cea mai mare parte este similara cu methemoglobina umana,

dar este mult mai comuna [12].

1.1 Prepararea probei

Matricea din sticla bioactiva utilizata n acest studiu a fost pregatita utilizind metoda sol-gel
(45% Si02, 24.5% Na20, 24.5% CaO 6% P20s). Precursorii folositi au fost tetracthoxysilane (TEOS),
Ca(NO3)2-4H:0, (NH4)2HPO4 4 Na;COs. Dupa gelare proba se matureaza la temperatura camerei timp
de 30 de zile, urmata de un tratament termic la 310 °C timp de 1 ora. Pentru a stimula in continuare
adsorbtia de proteine, suprafata de sticld bioactivd a fost silanizatd cu 3-aminopropil-trietoxisilan
(APTS) si apoi tratat cu glutaraldehida (GA), in calitate de agent de cuplare a proteinei [13]. pH-ul
solutiei a fost ajustat la 8 (folosind HCl 1M) mentinand temperatura la 80 © C. Dupa silanizare proba
a fost spdlatd cu apa deionizatd, apoi functionalizatd cu glutaraldehida (GA) [CH2(CH2CHO);]
(1mol/L) timp de o ord, urmata de clatirea in apa deionizata. Pentru adsorbtia de proteine pulberea de
sticla bioactiva functionalizatd GA a fost imersatd in solutie de methemoglobina de cal, timp de 4 ore.
Solutia de methemoglobina de cal se prepara cu solutie salind - fosfat tamponata (pH = 7,4, 2 mg /
ml), folosind doua concentratii diferite de sare (10 mM NaCl si 500 mM NaCl). Pentru ambele
concentratii de sare cantitatea de methemoglobina de cal in solutie a fost de 25 mg / ml. Pentru a
elimina proteinele neatasate la suprafata, probele au fost spalate de trei ori In solutii tampon si apoi

liofilizate.
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functionalizarea cu glutaraldehida (BG-GA) si dupa Binding Energy (eV)

1.2.1 Investigare de suprafata (XPS)

Intensity (a.u.)

imersie 1n solutie de proteine in mediul sare mica $i  Figura 1-1: Spectrele XPS survey al BG (a), BG cu GA
(b), methemoglobina de cal liofilizata (c), si BG-GA dupa
imersie in solutie de proteine cu 10 mM NacCl (d) si 500
mm NacCl (e), respectiv,

mare.

Folosind spectrele survey (Figura 1-1),
compozitia elementard din primii 10 nm ai probelor poate fi stabilita cu exactitate. Sticla bioactiva, ca
preparat, contine oxigen, siliciu, calciu, fosfor, sodiu cum era de asteptat din preparare si, de asemenea,
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mici cantitdti de carbon. Carbonul apare pe toate suprafetele expuse la aer si poate fi utilizat pentru a
calibra compensarea de sarcini a probelor [14]. Concentratia atomicd a fost calculata cu software-ul

CasaXPS. Din aceste date (Tabelul 1-1) evolutia elementelor pe suprafata de sticla poate fi urmata.

Tabelul 1-1: Compozitia elementara de sticld bioactiva Inainte si dupa modificarea suprafetei cu methemoglobind in 10
mM si in 500 mM NacCl solutii tampon

Compozitie elementala (at %)

Proba Si Ca P Na C [0) N S Cl
BG 326 5 23 14 56 53 - - -
BG-GA 18 29 15 - 405 336 34 - -
MetHb - 648 184 16.7 0.1 -

BG-GA MetHb (10 mM 5821 1 0.1 581 214 115 -
BG-GA MetHb (500 mM 10 35 3 26 38 33 77. - 2

Dupa silanizare si tratament GA, concentratia varfului de carbon creste in mod semnificativ,
de asemenea, apare o concentratie micd de azot. Acestea sunt de asemenea insotite de o scadere mica
in celelalte componente ale BG, ceea ce Inseamna cd o modificare a suprafetei a fost atinsa cu succes.
Methemoglobina contine in cea mai mare parte carbon, oxigen si azot (Tabelul 1-1). Concentratia
ridicata de carbon si azot Tn ambele probe imersate in solutie de methemoglobind dovedeste atasarea
proteinei, fapt sustinut de rapoartele apropiate de C si N in ambele probe comparativ cu proteina
liofilizata. Desi atasarea de proteine este evidentd in ambele concentratii de sare, efectul este mai
pronuntat pentru tamponul cu continut de sare mai mic. Atat varfurile de carbon cat si cele de azot

apar aproape de doud ori mai intense, comparativ cu probele obtinute in solutie de sare de mare.

Intensity (a.u.)
T T

Intensity (a.u.)
Intensity (a.u.)

205 290 285 280 275 295 290 285 280 275 300 205 290 285 280 275
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)

Intensity (a.u.)
T

Intensity (a.u.)

Intensity (a.u.)

300 295 200 285 280 275 270 265 300 295 200 285 280 275 270 265 ~ 300 205 290 285 280 275
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)

Figura 1-2: Spectrele de 1nalta rezolutie de XPS C 1s pentru BG (a), BG cu GA (b), methemoglobina de cal liofilizat (c),
si de BG-GA dupa imersie in solutie de proteine cu 10 mM NacCl (d) si 500 mm NaCl (e) si deconvolutiile lor.
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Spectrele de inalta rezolutie ofera informatii despre starea chimica a elementelor. Spectrele de
inalta rezolutie C 1s (Figura 1-2) inregistrate pentru probele incarcate cu proteine, iIn comparatie cu
probele goale au varfuri mai intense si asimetrice, confirmand prezenta de noi tipuri de legaturi de
carbon [15, 16].

Deconvolutia spectrelor de 1naltd rezolutie de carbon prezintd pentru substratele non-
functionalizate un varf la 284,6 eV, corespunzand legaturii C-C si C-H provenind din contaminarea
din aer, precum si unul la 289 eV reprezentand carbon din carbonatul care rdmane inca de la
precursorii din sticld bioactiva. Pentru probele functionalizate si acoperite cu proteine varful din
carbonati dispare. Componente suplimentare apar pentru probe care contin proteine, similar
proteinelor pure: la 287.5 eV si 285.6 eV atribuita respectiv NH-CHR-CO si-C (= O)-NH2. Datorita

efectului de Incarcare varfurile au un umar la energii de legaturd mai mica (aproximativ 281 eV).

Intensity (a.u.)

Intensity (a.u.)
T

Intensity (a.u.)

—

L ) S
A AR AN AT A A AN A AT AP NN ()
T T T T T T T T T T T T
405 400 395 390 410 405 400 395 390 385 410 405 400 395 390 385
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)

Figura 1-3: Spectrele de inalta rezolutie
XPS N 1s de BG (a), BG cu GA (b),
@ @ methemoglobin cal liofilizat (c), si de
BG-GA dupa imersie in solutie de
proteine cu 10 mM NaCl (d) si 500 mm
NacCl (e) si deconvolutiile lor

Intensity (a.u.)
T
Intensity (a.u.)
T

Spectrele de inalta

410 405 400 395 390 385 410 405 400 395 390 385 ] )
Binding Energy (V) Binding Energy (eV) rezolutie N 1s (Figura 1-3) nu

prezintd azot In matricea goala de sticla bioactiva. Deconvolutiile N1s pe probele care contin proteine
prezintd doud componente principale la aproximativ 400 de eV si 397.8 eV, care pot fi atribuite ca
azot in matricele organice, referitoare la legaturi N-C [17]. Un varful mic apare la aproximativ 395

eV, pentru proteine 1n sine si proteine absorbite din solutia de sare scazuta.

1.2.2 Analiza de suprafata specifica (BET)

Suprafatd specificd BET si volumul de pori sunt aratate in Tabelul 1-2. Suprafata a crescut
semnificativ dupa adsorbtia de proteine pentru probele preparate cu joasa, si inaltd concentratie de
sare. Volumul porilor scade odata ce suprafata este incarcatd, acest efect fiind si mai accentuata pentru
proba imersata in solutie imbogatita cu proteine cu concentratie scazutd in sare. Masurarea suprafetei
specifice si volumului de pori sugereaza o cantitate mai mare de proteind adsorbitd in cazul

concentratiei scazute de sare, care expune o suprafatd mai mare si sporeste porozitatea suprafetei.
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ple 3 ace area Pore vo 3 Tabelul 1-2: Suprafata specifica si
0 volumul porilor inregistrate Tnainte si

BG 98 6 0.46 dupi adsorbtie de methemoglobini
BG-GA 106.0 0.38
BG GA MetHb (10 mM NacCl) 133.2 0.22
BG GA MetHb (500 mM NaCl) 121.7 0.23

2 Studiul sticlelor bioactive incarcate cu tetraciclina

Pentru a diminua riscul bacteriologic asociat cu un implant, un sistem local de eliberare a
antibioticelor este dorit. Tetraciclina este un antibiotic cu spectru larg [18] cu o actiune anti-
inflamatoare, care, in plus, prezintd activitate anti-colagenazad, inhiba resorbtia osoasd, si are
capacitatea de a promova atasamentul si proliferarea de fibroblaste [19, 20]. Tetraciclina este, de
asemenea, un inhibitor al activitatii de proteinaze si, prin urmare, poate fi utilizat pentru tratamentul

sau prevenirea bolilor, cum ar fi metastaza cancerului, artrita reumatoida si osteomielita [21].

2.1 Pregitirea de sticle bioactive

Au fost preparate xerogeluri cu o compozitie apropiatd de cea a 45S5Bioglass®. Folosind
metoda sol-gel descrisd mai sus cu materii prime TEOS, Ca(NO3)2-4H20, (NH4)2-HPO4 s1 Na2COs ca
si Si02, CaO, P20Os respectiv Na2O sub formd de precursori, pentru a forma matricea de sticla cu o
compozitie 45S102:24.5Ca0-24.5Na>0-6P20s (mol %). Dupd pregatirea solului uscarea a fost
realizata in doud moduri diferite: prin procesul de uscare prin pulverizare si prin maturare, urmata de

un tratament termic.

2.2 Microsfere uscate prin pulverizare

2.2.1 Prepararea microsferelor

Pentru a produce microsfere uscate prin pulverizare incarcate cu tetraciclind, tetraciclina
(achizitionatd de la Sigma-Aldrich) a fost dizolvata in solutie tamponatd de fosfat salin (PBS) si a fost
amestecatd in sol cu concentratia 1mg/ml, omogenizat timp de o jumatate de orad. Solul omogen care

contine antibioticul a fost alimentat in aparatul Buchi Mini Spray Dryer B-290.
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2.2.2 Caracterizarea Microsferelor

(c)
2.2.2.1 Difractie de raze X (XRD)

Figura 2-1 evidentiazd difractogramele de sticla
(b)
bioactiva uscatd prin pulverizare, SD45 TCL si pur TCL.

Intensity (a.u.)

T N o A . (a)
Deoarece tetraciclind a fost incorporata in interiorul ; x , ; ;
0 20 40 60 80 100

probelor SD45-TCL tratamentul termic nu a fost efectuat Figura 2-1: Difractogramele XRD de sticla

R oo B L ) _ .. _ Dbioactived uscata prin pulverizare (a), SD45 TCL
in scopul pastrdrii structurii antibioticului. Aceastd lipsd (b), si pur TCL (c).

de tratament termic poate cauza ca precursorii $i solventii din materiale sa ramana prinsi 1n interiorul
sferelor, precum si a impuritatilor sub forma de Ca>Si302N4 s1 NaNO; cum au fost identificate ca cele
mai mari varfului situate la 29 ° si 39 © prezente in biosticla simpla si cea incarcatd cu tetraciclina.
Esantionul incércat cu tetraciclina arata si unele dintre varfurile antibioticului, precum 1n jurul valorii

de 31°.

2.2.2.2 Caracterizarea morfologica (SEM)

Imaginile SEM inregistrate dupa pulverizare (Figura 2-2) arata ca

s-au obtinut microsfere cu doud distributii de marime, majoritatea

microsferelor fiind in intervalul de 5-10 um, dar exista, de asemenea,

particule mai mici In intervalul de 0,1-0,3 microni. Suprafata Figura 2-2: Imagine SEM:
microsferelor, de asemenea, pare netedi si ele par a fi in cea mai mare marire 10000X

parte intacte.

2.2.2.3 Determinarea dimensiuni particulelor si suprafetei specifice

g L
Distributia diametrului mediu pentru microsferele de sticla g . /./. \.
bioactiva este in jur de 10 um, dar o distributie de particule mai mici § » /./. \
in jurul 0,1 pm este de asemenea prezenta (Figura 2-3). Aceasta ;‘J I ././. '\
constatare se coreleazd cu imaginile SEM care arata aceleasi g I .,,o’/ %
dimensiuni de particule, cu doua distributii separate. Studiile realizate i ».-;:........0 . " . =

pe microsfere de sticld bioactivd in aceastd gamd de dimensiuni Particle size (um) log,, scale

. . . . o Figura 2-3: Particle size distribution
prezintd o bioactivitate buna [22]. of the microspheres.
Aria suprafetei materialului a fost determinata utilizand

metoda BET prin adsorbtie/desorbtie de azot. S-a constatat cd microsferele au o suprafatd mica in
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jurul valorii de 4 m?/g si pentru ca valorile de volum de pori au fost sub limita de detectie a aparatului,

volumul porilor nu a putut fi masurat.

2.2.2.4 Masuratori de potential Zeta

A fost demonstrat cd potentialul negativ Zeta este benefic

pentru fixarea si proliferarea celulelor osoase [23, 24].Valoarea

Intensity distribution (a.u.)

obtinutd prin masurdtori a fost -12.1 = 1,5 mV la un pH neutru

(Figura 2-4). Aceasta se afla sub pragul de stabilitate, ceea ce -

45 30 15 0 15 30 45
Zeta potential (mV)
si de imaginea SEM (Figura 2-2). Figura 2-4: Potential zeta la pH neutru
a microsferelor

inseamna ca este posibil ca microsferele sd agrege, fapt evidentiat

KLL
]
@

Intensity (a.u.)
T T
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2.2.2.5 |Investigarea suprafetei (XPS) s

Masuratorile XPS au fost efectuate pe SD45 TCL
si tetraciclind pura. De asemenea masuratori XPS au fost
efectuate pe microsfere din sticla bioactiva dupa procedura

de eliberare descrisd mai jos, pentru a evalua daca exista

antibiotic pe suprafetele microsferelor dupa eliberare. 1200 1000 800 600 400 200 O

Binding Energy (eV)

ului XPS a spectrelor de
tetraciclind pura (a), (b) SD45-TCL inainte de
eliberarea si (¢c) SD45-TCL dupa eliberare.

tetraciclind purd, aratd in mod clar antibiotic disponibil pe suprafata sticlei. Cantitatea de carbon nu

Concentratiile atomice (Tabelul 2-1) de peste 20% de Figura 2-5: Studi

carbon, precum si concentratii de azot apropiate de

scade in totalitate, nici dupa studiul de eliberare, ceea ce arata ca o parte din antibiotic este puternic
atasatd de matricea de sticla, si va fi eliberata numai treptat odata cu bioabsorbtia matricei. Acesta este

un efect dorit si permite tratamentul local al locurilor de implantare pe termen lung.

Tabelul 2-1: Compozitia chimica a suprafetei pentru tetraciclina pura si microsfere BG-TCL inainte si dupa eliberare

ODd 0 DO C CIC Al'a (d 0
C N 0) Si Ca P Na
TCL 729 | 54 | 21.6 - - - -
BG-TCL 21.0 | 84 | 480 | 11.7 | 55 | 3.9 1.1
BG-TCL (dupa 264 | 34 | 43.7 | 153 | 49 | 5.0 0.9
eliberare)

2.2.3 Studiu de eliberare a tetraciclinei
Pentru testele de livrare, sticla uscatd prin pulverizare (BG-TCL) (35 mg) a fost imersata in 5
ml fluid biologic simulat (SBF) preparat conform protocolului Kokubo, pH 7,4, si a fost pastrat la

temperatura de 37 ° C, timp de 2, 5, 24 si 48 ore in tuburi Falcon, cu agitare continud. Dupa fiecare
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perioada, solutia SBF a fost complet eliminata din tubul de analizd si inlocuitd cu alta proaspat

preparata.

2.2.3.1 Masuratori de spectroscopie fluorescenta si UV-Vis

SBFul indepartat dupa cum a fost descris anterior, a fost analizat prin spectroscopie de
fluorescenta si UV-Vis. Spectrele de fluorescenta si UV-Vis in Figura 2-6 nu sunt normalizate astfel
sunt direct proportionale cu concentratiile de antibiotice eliberate. Curba de eliberare aratd unele

tendinte exponentiale la inceput, dar se apropie liniar dupa un timp.
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Figura 2-6: Fluorescenta (A) si absorbanta UV-Vis (B) pentru spectrele de tetraciclind eliberate din sticla bioactiva uscate
prin pulverizare dupa 2, 5, 24 si 48 de ore

2.2.4 Inhibarea antimicrobiana

Testele de inhibitie antimicrobiana au fost efectuate pe
S. aureus rezistent la meticilind tulpina UCLA 8076 cu o
concentratie 5*10° CFU/ml. Pentru aceastd proba TCL SD45 a
fost diluatd n apa ultra purd (75 mg/ml) si raspanditd pe

jumatate de vas Petri iar bacteriile fiind raspandite pe toata

suprafata. Dupa incubare la 36.8 °C timp de 24 h, vasul a fost
examinat. Dupd cum se poate observa in Figura 2-7 Figura 2-7: Rezultate antimicrobiene
. . e inhibarea SD45 TCL

microsferele prezintd un oarecare efect inhibitor, unde acestea

sunt in concentratii mai mari, dar nu reusesc sa previnad formarea in totalitate a bacteriilor pe partea
tratatd cu microsfere. Desi concentratia de antibiotic si doza eliberata ar trebui sa fie mai eficienta in
inhibare, acest lucru nu se observa aici. Aceasta poate fi cauzatd de cdldurd initiala in timpul
pulverizarii, care ar putea deteriora structura antibioticului, si care duce la inactivarea acesteia. Acest

antibiotic deteriorat s-ar putea vedea in continuare 1n studiile de spectroscopie, dar va avea efect redus

asupra bacteriilor in sine.
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2.3 Sticla bioactiva preparatd prin metoda sol-gel

2.3.1 Pregatirea probei

Procedura de uscare conventionald a implicat maturarea solului la temperatura camerei timp
de 30 zile, urmata de tratament termic la 310 °C timp de 1 ora. Proba obtinutd in acest fel se va numi
SG45. Incircarea cu tetraciclind a SG45 a fost efectuatd prin scufundarea in solutie salind tamponati
cu fosfat (PBS) imbogatita cu tetraciclind (7 mg / ml), si a fost numita SG45 TCL. Proba a fost
analizatd dupa imersie la 37 °© C timp de aproximativ 6 ore, in scopul stabilirii cantitatii de tetraciclina
adsorbitd. Pentru studiul de eliberare 35 mg de SG45 TCL au fost imersate in 10 ml SBF si tinute
pentru 2, 5, 24 si 48 de ore. Dupa fiecare perioada de timp, SBF se colecteaza si este inlocuitd cu una

proaspatd. SG45 a fost tratatd In conformitate cu aceeasi procedura ca si SG45 TCL.

2.3.2 Caracterizarea probei.

2.3.2.1 Caracterizarea morfologica (SEM)

Imaginile SEM ale biosticlei
inainte si dupa incarcare cu antibiotic sunt
prezentate in Figura 2-8. Imaginea
inregistrata inainte de incarcare prezinta o

structurd lamelard a materialului si un

caracter poros. Dupa procesul de

cu tetraciclina

incdrcare suprafata capatd un aspect

pufos, care ar putea fi asociate cu adsorbtia de tetraciclind [25].

2.3.2.2 Analiza de suprafata (XPS) I MM‘JELL

Pentru a evalua compozitia suprafetei de SG45

Intensity (a.u.)
G

inainte si dupa incarcare, a fost utilizata spectroscopia XPS.

Cu ajutorul acestei tehnici poate fi determinata compozitia I % ©)

primilor 10 nm ai suprafetei pentru probele studiate. Analiza 1400 1200 1000 800 600 40 20 & =200

Binding Energy (eV)

o ) ] o ) Figura 2-9: Spectrele XPS pentru SG45 (a),
tetraciclina purd, si probele cu si fara tetraciclind atat inainte SG45 imersat in SBF (b), TCL pur (c), si SG45

A, - o . A ) TCL (d) si de SG45 TCL dupé 96 h imersie In
cat si dupa imersia in SBF au avut scopul de a determina ggp pentru eliberare de tetraciclina ()

XPS a spectrelor de survey (Figura 2-9) inregistrate pentru

diferenta de compozitie in stratul exterior. Dupa cum se poate observa din Tabelul 2-2 carbonul si
azotul pot fi utilizate ca si markere de tetraciclina adsorbita [23], deoarece cele doua elemente nu sunt

prezente 1n sticld, chiar daca contaminarea cu carbon este inevitabild si imprevizibild in practica.
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Tabelul 2-2: Compozitia chimica a suprafetei Tnainte si dupa imersie a SG45 1n solutie de tetraciclina (TCL) si dupa 96
ore de imersie in SBF

Sample Elemental composition (at %)

C N| O Si |[Ca P | Na
SG45 56 | - 53 [326| 5 |23 14
SG45/SBF 88 105522 30847 |21 0.8

TCL 729 154216 | - - - -
SG45/TCL 657 153 236 | - |32 1 1.2

SG4S5 after TCL release | 54.4 | 42| 30.1 | 83 | 2.1 | 09| -

In timp ce carbonul este prezent la suprafata probei neincircate ca contaminare, analiza
elementara indica de asemenea o crestere remarcabild a continutului de carbon dupa incubare, continut
aproape de valoarea obtinuta pentru tetraciclina insasi care dovedeste adsorbtia tetraciclinei.

Spectrele XPS de 1nalta rezolutie N 1s, C 1s si O 1s (Figura 2-10) consolideaza aceste rezultate.
Se poate observa o intensitate ridicatd a spectrelor de azot si carbon (Figura 2-10-A (d),B(d))
inregistratd pe sticla incarcatd cu tetraciclind, comparabile cu cele corespunzatoare tetraciclinei
(Figura 2-10-A (c),B(c)). Dupa imersia 1n solutie cu tetraciclind, varful O Is scade in intensitate si se
deplaseaza catre energii de legatura mai mica iar intensitatea este comparabila cu valoarea inregistrata
pe tetraciclind purd, care este mai putin bogata in atomi de oxigen.

Dupa procesul de eliberare valorile de C si N scad usor, in timp ce O creste impreund cu
siliciul, care este observat la suprafata probei din nou. Acest lucru Inseamna ca tetraciclind a fost
eliberatd in cantitate mare, dar o cantitate importanta este inca detectata la suprafata sticlei, care poate

fi considerata legata ireversibil.

L ‘JM\‘\ L L
/A ®) o J\W(C)
Ell 3t 3 @
& S &
2 > © 20
g 5 @ 8|
cr = £ (c)
i MA“” ©
Mo x e (0) _/\N/\\_"% ® I ®)
M ANAM NI AL M () L (@) (a)
410 405 400 395 390 295 290 285 280 275 546 539 532 525 518
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)

Figura 2-10: Spectrele XPS de inaltd rezolutie N 1s (A), C 1s (B), O 1s (C) ale SG45 (a), SG45 cufundat in SBF (b),
tetraciclind (c), SG45 cu tetraciclind (d), si ale SG45 dupd 96 ore imersie In SBF pentru eliberarea de tetraciclina (e)
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2.3.2.3 Spectroscopie in infrarosu cu transformata @

- /\W
Furie (FTIR) -

Figura 2-11 prezintd spectrele FTIR Inregistrate

pe sticla si tetraciclind, precum si cele de sticld imersat in

Intensity (a.u.)
" S%
G

SBF, sticld incarcata cu tetraciclind inainte si dupa 7 zile

de imersie In SBF pentru eliberarea tetraciclinei. In timp , , , ,
2000 1500 1000 500

ce majoritatea benzilor pe spectrele SG45 corespund Wavenumber (cm”)

] Figura 2-11: Spectre de FT-IR pentru SG45 (a),
SG45 imersat in SBF (b), tetraciclind (c), SG45 cu

-1470 cm™! carbonat ;1200, 1090, 800, 466 cm™! vibratii tetraciclind (d) si de SG45 dupa 96 ore imersiune in
SBF pentru eliberare de tetraciclina (e).

Si-0-Si [26]; 960 cm™! vibratii Si-OH [27]; 606 si 564

vibratiilor materialelor cu continut inalt de Si02 (141

cm! vibratii PO4°" [28]), spectrele FTIR de tetraciclind si sticld incircati cu tetraciclind sunt foarte
asemdinitoare. Ele arati aceiasi banda de amida I in jurul 1600 cm™ [29] datorati adsorbtiei in cantitate

mare a tetraciclinei.

2.3.3 Studiul de eliberare a antibioticului

2.3.3.1 FEvaluarea concentratiei (UV-Vis)

Intensity (a.u.)
— T

Spectroscopia de absorbtie in ultraviolet-vizibil a fost

folositd pentru a estima cantitatea de tetraciclind eliberata ca

Wavelength (nm)

urmare a evolutiei varfurilor de absorbtie a tetraciclinei.
. . ) . o ) Figura 2-12: Spectrele UV-Vis
Eliberarea medicamentului se constatd a fi rapida in primele 2 h, inregistrate dupa 2 (a), 5 (b), 24 (c), 48

(d) si 96 (e) ore de eliberare de

devine mai lenta pentru urmatoarele 5 si 24 h si, in final eliberarea (., ciclina din proba de sticli

devine constanta pentru perioade mai lungi de timp (Figura 2-12)

3 Studiul sticlelor SiCaP incarcate cu diferite antibiotice

Aceastd parte a lucrarii prezinta studiul unei matrice de sticla bioactivd cu compozitie 60%
60%Si02 30%Ca0 10%P20s (molar %) incarcata cu diferite tipuri de antibiotice. Antibioticele luate
in considerare pentru acest studiu au fost ampicilina, ciprofloxacina, streptomicina si tetraciclina.
Aceste antibiotice au fost selectate, in scopul de a evalua afinitatea diferitd fatd de matricea de sticla
bioactiva, impreund cu profilul lor de eliberare. Aceste materiale sunt studiate ca potentiali candidati

pentru eliberare a medicamentelor locale, cu posibile aplicatii in implanturi de reparatii osoase.
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3.1 Prepararea sticlei bioactive
Precursorii folositi pentru prepararea de sticla bioactiva sunt TEOS, Ca(NO3)2+4H20 si trietil
fosfat (TEP) pentru a obtine un gel de compozitie 60%Si02 30%Ca0O 10%P,0s (molar %). Ulterior

gelul se usuca in doud moduri diferite pentru a obtine probe xerogel si aerogel.

3.2 Xerogel de sticla bioactiva

O parte din gelul obtinut se usuca la 110 ° C timp de céteva ore, urmata de tratament termic la
550 °C timp de 2 ore. Tratamentul termic a fost efectuat (conform masuratorilor DTA) pentru a
indeparta orice componenta organicad nereactionata si a stabiliza reteaua de sticld. Sticla rezultata a
fost macinata intr-o pulbere si apoi cernutd pentru a obtine o dimensiune maxima de particule de 40

um. Aceastd proba va fi in continuare numita BG60.

3.2.1 Incarcare cu antibiotice

Dupa de 24 ore de pretratare in SBF sticla bioactiva a fost imersata in solutie PBS care contine
10 mg/ml antibiotic si se pastreaza patru ore. Dupa 4 h, solutia PBS se indeparteaza si se pastreaza
pentru o analiza ulterioara, iar sticla bioactiva se spala de trei ori cu PBS proaspat pentru a indeparta
orice antibiotic nelegat. Probele incércate cu antibiotice vor fi In continuare numite cu ajutorul
antibioticelor incarcate ca: BG60 AMP, BG60 CIP, BG60 STR, si BG60 TCL

Pentru a evidentia incarcarea antibioticelor in probele de bioceramica poroasa , spectrele de
UV-Vis ale solutiilor initiale de PBS cu antibiotice au fost comparate cu spectrele UV-Vis ale

solutiilor colectate dupd 4 ore de imersie.
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Figura 3-1: Spectrele UV-Vis de PBS imbogatit cu antibiotic in concentratie initiald (a) si de PBS imbogatit cu antibiotic
dupa procedura de incércare (b) pentru ampicilina (A), ciprofloxacin (B), streptomicina (C) si tetraciclina (D).

Diferenta de intensitdti pe toate cele patru esantioane (Figura 3-1) aratd cd o parte din
antibiotice lipseste din solutia initialda de PBS, indicand o atasare cu succes pe suprafata de sticla -
ceramicd bioactivd, cu un efect mai pronuntat pentru probele care contin tetraciclind si mai putin
pentru esantionul Incarcat cu ampicilina. Cat timp tetraciclina are o afinitate mare si capacitatea de a
forma legituri chimice cu ioni Ca®>" din matricea bioactivd [30],ampicilina are o afinitate redusi spre
suprafetele de sticla bioactivd datorate efectelor de incarcare. Cu ampicilina si biosticla incarcate

negativ ele se resping reciproc, asa cum a fost raportat de El-Fiqi et al. [31]. Afinitatea streptomicinei
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fatd de aceste matrici bioactive de sticla - ceramica sa dovedit a fi intre celelalte doua. Ciprofloxacina
are, de asemenea, capacitatea de a forma complexul Ca [32]. Desi afinitatea sa fatd de matricea de
sticld bioactiva nu este la fel de mare ca a tetraciclinei, aceasta este un antibiotic mult mai puternic,

care necesita concentratii mai mici pentru a atinge inhibare bacteriand sau efectul bactericid [33].

3.2.2 C(Caracterizarea probei

3.2.2.1 Analiza termica — : : 15
11.13%
100 +

266.77 C

3
5
=
318.43 C

Pentru a stabili tratamentul termic pentru
80+

. o o - . o

probele BG60 analiza termica a fost evaluata (Figure g SN P o S

A o . < < < <
3-2). Varful endotermic in jurul 82°C impreuna cu © e L5 E

604 6.14%
pierderea in greutate pot fi asociate cu evaporarea =10
solventilor din material. Varful exotermic mic cu o 0 [
. R . 0 200 400 600 800

pierdere in greutate poate fi asociat cu descompunerea Temperature (C)

reziduurilor organice, in timp ce varful exotermic mare, Figure 3-2: DTA/TG analysis of BG60 sample
cu pierderea In greutate poate fi atribuitd cu descompunerea de nitrati si dehidroxilarea materialului.
Nici o schimbare semnificativa nu se observa dupa 550°C in curbe sau TG, DTA, astfel incat pentru

temperatura de tratament a probelor a fost aleasd aceasta valoare.

3.2.2.2 Analiza suprafetei specifice (BET)

Studiul de adsorbtie/desorbtie de azot (BET) inainte si dupd incarcare cu antibiotice (Tabelul
3-1) aratd ca suprafata mostrelor incarcate creste pentru toate cele patru compozite. Acest fenomen
este de asteptat si a fost observatd, de asemenea, in studiile de adsorbtie de proteine descrise in
capitolele anterioare. Suprafata crescutd poate fi atribuita rugozitatii suprafetei suplimentare oferite
de antibioticul atasat, ceea ce reprezintd o dovada de modificare a suprafetei de sticla bioactiva, in

urma procesului de adsorbtie a antibioticului.

Tabelul 3-1: Suprafata specifica si volumul porilor mediu BG60 Tnainte si dupa incarcare cu antibiotice

BG60 BG60 AMP BG60 CIP BG60 STR BG60 TCL
Suprafata specifici (m?/g) 52.63 67.65 67.52 69.85 67.98
Volum mediu de pori (ml/g) | 0.11 0.35 0.33 0.29 0.33
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3.2.2.3 Distributia pe dimensiunea porilor cu criporometrie RMN

Pentru  evaluarea  porozitatii  prin . .
. . o Pore size distribution
criporometrie RMN proba de sticld bioactivd a 25
. o A o . . 5'3 nm Larger pores
fost imersata in apa de puritate mare pentru mai 20 -
a 2,5 nm Smal pores
' i sd S 15
mult de 24 ore, pentru a permite apei sa se |2
. n .. . . - . X 1.0 H
infiltreze in porii materialului. Pentru ca tehnica | 3
0.5
se bazeazd pe diferenta de temperaturi de 0.0
tranzitie de faza, masurdtorile sunt efectuate cu o 2 4 6 8 10
r (nm)

secventa de spin-ecou calibratd astfel Incat numai
lichidul va da semnal. Aceasta permite Figura 3-3: Distributia porilor calulati prin crioporometrie
determinarea precisd a cantitatii de lichid (Figura

3-4), care, impreuna cu valorile temperaturii de masurare permit determinarea tranzitiilor de faza, din
care se calculeazd distributia marimii porilor. S-a constatat cd razele porilor au doud distributii
distincte, si anume o distributie dominantd cu raza medie situatd in jurul valorii de 5.3 nm si o

distributie slab pronuntata cu raza medie a porilor de aproximativ 2 nm (Figura 3-3).

A Y
f/\\ E—
s | Figura 3-4: Spectrele RMN finregistrate
00| pentru  masuratorile  crioporometrie
I .| (stanga), si intensitatea a varfurilor in
N . raport cu temperaturile la care au fost
. O T i efectuate masurdtorile (dreapta)

R T L R, L D i e
o 00250 1A 256258 260 262 - 264,266 - 268 2 102 A

3.2.2.4 Masurarea potentialului Zeta

Potentialul Zeta aratad diferenta de sarcind dintre stratul de lichid stationar atasat de particule
material, potentialul Zeta negativ poate fi benefica [24]. Tabelul 3-2. prezinta potentialul Zeta de sticla
bioactiva inainte si dupd incarcare cu antibiotic. Cum era de asteptat suprafata BG60 este incarcata
negativ. Antibioticele sporesc sarcina negativd a suprafetei, in special ampicilina, care are de
asemenea o sarcind negativa. Singura exceptie este streptomicina incércata pozitiv, care neutralizeaza
suprafata probei [34]. Ca o consecinta a acestei masuratori putem presupune ca legarea la suprafata a
streptomicinei este ajutata de interactiuni electrostatice. Dimensiunea particulelor de proba in forma

de pulbere a fost in intervalul microni.
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Tabelul 3-2: Potentialului Zeta BG60 inainte si dupa incéarcare antibiotice

-21.53 973
-28 958
27 964
-0.175 868
-24.6 760

3.2.3 Evaluarea bioactivitatii

Pentru a investiga bioactivitatea BG60, atat goale cat si pe sticla incarcatd cu antibiotice ele
au fost imersate in SBF timp de 14 zile la temperatura de 37 °C, schimband SBF la intervale regulate.
Dupa aceasta perioada de timp, probele au fost indepartate din SBF, spalate usor cu apa ultra-pura,
uscate la 37 °C si evaluate pentru formatiuni de faza apatitic. Influenta antibioticelor asupra

bioactivitatii sticlei a fost de asemenea evaluata.

3.2.3.1 Studiu bioactivitatii pulberii cu difractie de raze X (XRD)

Difractia de raze X a pulberii a fost utilizata pentru a evalua structura matricei BG60 si arata
faptul ca incarcarea cu antibiotic nu scade bioactivitatea probelor. Difractograma cu raze X (Figura
3-5 (a)) a probei de sticld ceramica bioactiva goald, obtinuta dupa tratamentul termic la 550 °C timp
de 2 h arata picuri specifici pentru wolastonitd (CaSiOs) si faze apatitice (Cajo(PO4)s(OH)2) 29.1° si
respectiv 32° [35, 36].

Dimensiunea cristalitelor dezvoltate a fost estimata din 1dtimea la semiinaltime a varfurilor de
difractie folosind ecuatia Sherrer, dimensiunea medie a fost intre 30 si 50 nm. Prezenta fazei cristaline
atat de hidroxiapatita cat si de wollsatonita este doritd pentru materiale bioactive luate in considerare
ca s1 suport pentru ingineria tesutului osos [35-38].

Pentru a dovedi formarea fazelor de tip apatita pe probe masuratorile XRD inregistrate Tnainte
si dupd imersia In SBF sunt comparate in Figura 3-5. O crestere a intensitdtii varfurilor
corespunzatoare fazelor de tip apatita in jurul valorii de 28°, 32° si 45° indica o bioactivitate buna si

capacitatea sticlei bioactive de a forma faze de tip apatitic, chiar si dupa incarcarea cu antibiotice.
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Figura 3-5: Difractograme BG60 (a), BG60 dupa 14 zile de imersiune SBF (b), BG60 AMP (c), BG60 CIP (d), BG60
STR (e), BG60 SBF (f), hidroxiapatita referinta (g)-inainte de A, si dupa imersie in SBF (B)

3.2.3.2 Evaluarea bioactivitatii prin SEM

Prin intermediul SEM putem evalua topografia suprafetei probelor. Acestea sunt in majoritate
compacte, omogene, cu microstructura poroasa. Dimensiunea porilor pare sa fie in intervalul de zeci
de nanometri, impreunad cu nano rugozitatea suprafetei materialului. Imaginile SEM arata o schimbare
in morfologia probelor dupd tratament SBF Figura 3-6 arata imagini SEM de BG60 nainte si dupa
SBF timp de 14 zile. Cristale cu caracteristici de apatita globulard sunt clar vizibile dupa tratamentul
SBF. Aceste modificari pot fi atribuite fazelor apatitice care se formeaza pe suprafata probei BG60.

Schimbarile nanostructurate sunt bine dovedite de numeroasele mici cristale observate in imaginea cu

cea mai mare marire.

Figura 3-6: Imaginile SEM BG60 proba nainte (stanga) si dupa (dreapta) imersiune SBF inregistrate la mariri diferite.

3.2.3.3 Spectroscopie in infrarosu cu transformata Furie (FTIR)

Figura 3-7 prezinta spectrele FTIR inregistrate pentru matrice goale de sticld bioactiva si
pentru matricea incdrcata cu antibiotice inainte si dupa imersia in SBF timp de 14 zile. Se observa un
dublet in jurul 589-600 cm™', crescand in intensitate, ca urmare a imersiei in SBF, atribuite vibratiilor
[PO4] corespunzitoare hidroxiapatitei cristaline [39]. Dubletul este evident, de asemenea, pentru

proba goala care intdreste declaratia anterioara potrivit careia sticla bioactiva contine chiar inainte de

19|Page



imersie in SBF faza apatitica. Rezultatele FTIR impreuna cu datele XRD dovedesc ca incarcarea

matricei bioactive de sticla cu antibiotice nu va impiedica bioactivitatea probelor.
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Figura 3-7: Spectrele FTIR BG60 (a) BG60 AMP (b), BG60 CIP (c), BG60 STR (d) si BG60 TCL (e), inainte (A) si dupa

(B) imersiune SBF pentru 14 zile.

3.2.4 Studiul de eliberare a antibioticelor

3.2.4.1 Evaluarea de concentratie (RMN)

Pentru evaluarea profilului de eliberare a fost
consideratd o solutie ce contine 0.1 mMol DSS. 100 mg de
sticld bioactiva incarcata cu fiecare antibiotic in parte au fost
imersate in 700 pl de solutie de D2O marcatd. Solutia D2O
a fost complet inlaturatd dupa 1, 2, 3, 5 si 24 de ore
respectiv, si inlocuita cu una proaspat preparata. Solutiile

eliminate au fost pastrate pentru analiza si plasate Tn tuburi

5 [ le c)
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ppm
Figura 3-8: Spectre RMN de referinta a
antibioticelor cu o concentratie de 2mg/ml,
ampicilina (a), ciprofloxacin (b), streptomicina
(c) si tetraciclina (d).

RMN. Ca referinta, spectrele RMN de 2 mg/ml din fiecare antibiotic dizolvat in solutii D2O au fost

inregistrate de asemenea (Figura 3-8).

Dupa corectia de faza si deducerea fundalului, integrala varfului de antibiotic proeminent a

fost calculatad in raport cu integrala de DSS situat la 0 ppm. Datorita faptului ca valorile maximelor

principale integrate care corespund fiecdrui antibiotic (Tabelul 3-3) sunt valori relative calibrate la

DSS, ele devin comparabile si pot servi ca o estimare cantitativa. Aceasta calibrare este necesara,

deoarece in caz contrar, valorile pot varia in functie de shim, sau alti factori care pot influenta

intensitatea intregului spectru.
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Tabelul 3-3: Concentratia de antibiotice in D20 determinate din spectrele RMN

Timp de Concentratii antibiotice ( mg/ml)

eliberare BG60 AMP BG60 CIP BG60 STR BG60 TCL
1h 0.036 0.057 0.024 0.667
2h 0.012 0.053 0.016 0.447
3h 0.004 0.047 0.011 0.397
Sh 0.001 0.034 0.006 0.294
24h 0.001 0.019 0.012 0.420

Varfurile folosite pentru integrare si pentru calculele de concentratie sunt prezentate in Figura
3-9, si sunt normalizate la varful de DSS petru a servi la o estimare vizuald a cantitatii de antibiotic
eliberatd. Concentratia de antibiotic calculata folosind aceste date arata comportamentul de eliberare

al probelor BG60. Diferenta in intensitatile varfurilor este proportionald cu concentratiile eliberate.
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Figura 3-9: Varfuri de antibiotic RMN eliberate in D>O pentru BG60 AMP (A), BG60 CIP (B), BG60 STR (C), si BG60
TCL (D); spectrele s-au normalizat la varfurile de DSS.

3.2.4.2 Evaluarea concentratiei (UV-Vis)

Profilul de eliberare al antibioticelor in solutie de tampon fosfat (PBS) a fost de asemenea
evaluat prin spectroscopie UV-Vis folosind aceleasi conditii ca si pentru RMN. Aceste date pot fi
asadar corelate cu studiul de eliberare RMN, singura diferenta este pH-ul mediului de eliberare de (7,4
in acest caz), care poate induce unele modificari in comportamentul de eliberare ale antibioticelor.
Dupa cum se poate observa din Figura 3-10, principalele aspecte ale eliberarii RMN se gasesc si aici.
Pentru ampicilinad o eliberare initiala mare este urmata de concentratii mici, care sunt mult mai aproape
una de cealalta. Acest comportament este puternic corelat cu capacitatea de legare slaba a ampicilinei
pentru aceastd matrice de sticla bioactiva. Acelasi lucru poate fi spus si pentru streptomicind: cu o
afinitate usor mai micad decat cea a tetraciclinei fata de sticla bioactiva si curba de eliberare aproape

exponentiala.
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Figura 3-10: Spectrele UV-Vis de eliberare pentru antibiotice: ampicilina (A), ciprofloxacin (B), streptomicina ¢ si
tetraciclina (D)

3.2.5 Inhibarea antimicrobiana
Pentru a testa eficacitatea antibioticelor, au fost efectuate testele antimicrobiene pe probele

incdrcate, pe bacterii gram negative si gram pozitive, pentru inhibarea lor.

3.2.5.1 Bacteriile Gram negative

Pentru a evalua efectul asupra bacteriilor gram negative tulpina
E. coliNr. 25922, cu o concentratie de 3*10® CFU/ml a fost considerat.

Probele incarcate cu antibiotice au fost diluate in apa distilata ultra pura

si plasate In gauri de 5 mm in agar, apoi bacteriile au fost raspandite pe
Figura 3-11: Studiul de inhibare

toata suprafata cutiei Petri, apoi incubate 24 ore la 36.8 °C pentrua 2 . . pe E-coli

forma coloniile bacteriene (Figura 3-11). Zonele de inhibitie 1n jurul probelor au fost evaluate si sunt

prezentate in Tabelul 3-4.

Tabelul 3-4: Zone de inhibare in jurul matricei incdrcate cu antibiotice, testat pe E-coli (mm?)

1 0 0 33 21 16
2 0 0 32 16 21
3 0 0 35 24 26
4 0 0 30 22 20
5 0 0 32 18 20
Medie 0 0 32.4 20.2 20.6

Testele antimicrobiene pe E-coli prezinta un puternic efect de inhibare antimicrobiand pentru
probe incdrcate cu tetraciclina si streptomicina, care indica faptul ca antibioticele eliberate pastreaza
eficacitatea lor, dupa ce au fost eliberate din BG60, iar ciprofloxacina le Intrece pe toate. Aceasta este
o consecintd a eficacitatii ciprofloxacinei impotriva bacteriilor gram negative, si a profilului de
eliberare care permite antibioticului sa fie prezent pentru o duratd lunga de timp. Nu a fost evidentiata

nici un efect de inhibare pentru matricea de sticld bioactiva goald sau incarcata cu ampicilind. Lipsa
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de efect inhibitor in cazul probei incarcatd cu ampicilina poate fi asociatd cu cantitatea mica de
ampicilind prezenta pe suprafata matricei de sticld bioactiva si eliberarea foarte rapida corespunzatoare

acestui antibiotic.

3.2.5.2 Bacterii Gram positive

Pentru bacteriile gram pozitive a fost utilizata tulpina UCLA 8076 de
Staphylococcus aureus rezistentd la meticilind. Probele BG incarcate cu

antibiotic au fost mai intai diluate in apa ultra purd avand o concentratie de 70

mg / ml, apoi 100 pl din aceasta solutie diluatd a fost aplicat la jumatate de
Figura 3-12: Teste de
inhibare antimicrobiand pe

continand solutia bacteriani de 107 UFC a fost rispanditi pe intreaga BG 60 purd efectuate pe S.
aureus.

farfurie Petri de 90 mm incarcatd cu agar Mueller-Hinton. Apoi 100 pl

farfurie, si lasata 24 de ore la 36,8 °C pentru a forma colonii bacteriene.
Dupa 24 h farfuriile Petri au fost evaluate pentru activitate antimicrobiand. Pentru control BG 60 a
fost, de asemenea, raspandit pe o placa Petri, in aceleasi conditii ca cele descrise mai sus, si nu prezinta
nici o inhibare (Figura 3-12).

Culturile antimicrobiene au fost pozitionate astfel incat BG60 incércate cu antibiotic sa
acopere partea stangd a vasului (Figura 3-13). Granita fiind trasd cu o pipeta sterild n agar pentru a
avea o referintd pentru determinarea suprafetei tratate cu antibiotice si estimarea mai usoara a zonei

de inhibare.

Figura 3-13: Teste antimicrobiene efectuate pe S. aureus

Dupa cum se poate observa din testele antimicrobiene, antibioticele au puteri diferite de
inhibare. In cazul in care ampicilina nu a avut nici un efect asupra E-coli, observim unele zone de
inhibitie create de ea pe culturile S. aureus. Totusi, acest efect este slab In comparatie cu alte
antibiotice. Pe cand se observa unele colonii formate pe partea acoperitd cu BG60 AMP, BG60 CIP
are o zona de inhibare mare ajungand si pe partea suprafetei netratate. Aceste efecte pot fi de asemenea
observate pe BG60 STR precum si BG60 TCL, desi nu in aceeasi magnitudine. Aceste antibiotice
utilizate Tn mod obisnuit ar trebui sa aiba un efect redus asupra tulpinelor bacteriene rezistente, totusi
eliberarea prelungitd si doza mare administratd local le face eficiente mpotriva acestor tipuri de

bacterii.
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3.3 Aerogeluri

Pentru a obtine structuri de aerogel monolitice (Figura 3-14),
gelul preparat asa cum este descris la inceputul capitolului este supus
unui schimb de solventi de la apa la etanol si apoi la acetona, si se

usucd supercritic folosind CO>. Monoliti obtinuti au fost apoi

densificati printr-un tratament termic treptat pana la 1050 °C

. Figura 3-14: Monoliti obtinuti
3.3.1 Incarcarea cu antibiotice prin uscare supercritica

Procedura de incércare cu antibiotice a fost similara cu cea utilizata pe xerogel. Probele au fost
numite dupa antibiotice cu care au fost incarcate: AMP Aero pentru ampicilina, Aero CIP pentru
ciprofloxacin, STR. Aero de streptomicind si Aero TCL pentru tetraciclind. Pentru a evalua atasarea
de antibiotice pe aerogel PBSul a fost colectat dupa procesul de incarcare si au fost comparate cu
solutiile originale, folosind spectroscopie UV-Vis. Diferenta de intensitate intre solutie PBS continand
10 mg / ml, si cea colectata aratd ca o parte din antibiotic a fost incarcata in aerogeluri (Figura 3-15).
Cea mai puternica diferenta din punc de vedere al intensitatii poate fi observata pe probele care contin

tetraciclina.
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Figura 3-15: Spectrele UV-Vis: concentratia initiala de antibiotice (a) si antibiotic extras (b) pentru ampicilina (A),
ciprofloxacin (B), streptomicina (C), tetraciclina (D).
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Termografele DTA din esantion nu prezintd evenimente
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majore (Figura 3-16). Eliberarea de apa absorbita la suprafata Temperature (C)

.. . A . Fi 3-16: Analiza DTA/TG pobei A
aerogelului si eliberarea de alcool rezidual apar intre 20 si 250 6(1)gura . pobet Aeto

°C. Micile varfuri exoterme la aproximativ 250 °C cu o pierdere In masd, pot fi atribuite oxidarii unor
grupdri alcoxi, in timp ce, cea din jurul valorii de 340 °C, elimindrii unei cantitati mici de contaminare
(nitrati). Proba tinde sa fie destul de stabild, cu o pierdere totald in greutate de aproximativ 15,76%.

Aceasta stabilitate este consecinta procesului supercritic de uscare, care elimind cea mai mare parte a
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precursorilor nereactionati si a solventilor din intregul volum al sticlei, si este in concordantd cu

studiile termo gravimetrice pe probe aerogel [40].

3.3.2.2 Analiza suprafetei specifice (BET)

Analiza suprafetei specifice si volumul mediu al porilor de aerogel goi si incarcati cu
antibiotice sunt prezentate in Tabelul 3-5. O suprafata specifica relativ mare (205,5 m2 / g) si volumul
porilor (0,64 ml / g) s-au inregistrat pentru aerogelul gol in ciuda unei temperaturi ridicate de
tratament. Se poate observa ca suprafata pentru probele incarcate cu antibiotice scade semnificativ,
spre deosebire de proba de xerogel. Acest comportament poate fi asociat cu procedura de pre tratare
in SBF care duce la formarea unui strat de apatita pe suprafata probelor cu o porozitate mai scazuta.
Dupa cum se poate observa in imaginile SEM odata cu imersia SBF pentru acest esantion (Figura
3-18), formarea stratului de apatiti scade rugozitatea suprafetei si ulterior suprafata specifica. in plus,
dimensiunea porilor permite o penetrare a antibioticelor in interiorul materialului inchizand caile

interconectate, ceea ce duce la o scadere suplimentara a suprafetei specifice si a volumului porilor.

Tabelul 3-5: Suprafata specifici BET Aero60 inainte si dupa incarcare de antibiotice

Aero60 Aero60 Aero60 Aero60 Aero60
ero AMP CIP STR TCL
Suprafafa specificd | 45 56 | 13379 144.56 141.69 146.73
(mg)
Volum mediu de pori |, <4 0.52 0.54 0.51 0.56
(ml/g)

3.3.3 Evaluarea bioactivitatii
Pentru a evalua bioactivitatea probelor si efectul de antibiotice asupra bioactivitatii
aerogelului, toate esantioanele au fost introduse in SBF timp de 14 zile si pastrate la temperatura de

37 °C. Solutia SBF a fost schimbatd de doua ori pe sdptdmana, cu una proaspata.

3.3.3.1 Studiu bioactivitate cu difractie de raze X a pulberii (XRD)

Figura 3-17 introduce difractogramele aerogelurilor tratate termic, pentrue aerogeluri inainte
si dupa 14 zile de imersie in SBF, impreuna cu difractogramele corespunzdtoare incarcarii cu
antibiotice. Difractograma XRD specific hidroxiapatitei a fost, de asemenea, inclusa ca referinta.

Primul lucru vizibil in probele incarcate cu antibiotice este un varf mic in jurul valorii de 32°,
care este tipic pentru fazele de tip apatitic, formate ca rezultat al imersiei in SBF pentru o singura zi,
ca o pre-tratare. Pe matricea de aerogel goald, apatita apare ca varf dupa imersie in SBF timp de 14
zile, desi bioactivitatea acestor probe ar trebui sa fie redusa cumva datoritd temperaturii ridicate de

tratament, care este necesara pentru a stabiliza structura lor. Probele incarcate cu antibiotice
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deasemenea aratd aceastd caracteristicd crescutd In comparatie cu proba goale. Acest lucru tinde sa

arate ca Incdrcarea cu antibiotice a aerogeluri nu impiedica bioactivitatea lor.
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Figura 3-17: Difractograme de aerogeluri inainte de (A) si dupa imersie SBF (B)

3.3.3.2 Evaluare de bioactivitate prin SEM

Pentru a evalua in continuare bioactivitatea aerogelurilor, suprafata acestora a fost investigata
prin microscopie SEM inainte si dupa imersia SBF. Probele de aerogel prezintd o morfologie poroasa
interconectatd, care se aseamana puternic cu structura de gel in forma uda. Suprafata materialelor arata

omogen si are caracter mezoporos. Putem vedea cd suprafata este acoperita cu grad mare de porii

probabil interconectati, ceea ce duce la suprafata mare de material.

Figura 3-18: Imagini SEM inainre (stdnga) si dupd imersiune SBF (dreapta) la mariri diferite.

Imaginile SEM (Figura 3-18) aratd cd dupa imersia in SBF un strat a fost depus pe suprafata
aerogelurilor, care a devenit mai neted. Acest comportament pare sa aiba un impact de asemenea, pe
suprafata specifica ale aerogelurilor iIncdrcate cu antibiotic. Mezoporozitatea ramane, dar

nanorugzoitatile par sd dispara de pe suprafata probei.

3.3.4 Studiul de eliberare a antibioticelor
Pentru a evalua cantitatea de antibiotic care poate fii eliberata din probele aerogel, 100 mg din
probele incarcate cu fiecare antibiotic au fost plasate in 700 pl de D>O marcate cu 0.1 mMol/l DSS si

mentinute timp de 1,2,3,5 si 24 de ore. Dupa fiecare perioadd de timp lichidul a fost indepartat si
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inlocuit cu unul proaspdt. Lichidul indepartat a fost apoi analizat cu ajutorul RMN si spectroscopie

UV-Vis.

3.3.4.1 Evaluarea concentratiei (RMN)

Cu ajutorul spectroscopiei RMN putem aproxima cantitatea de antibiotice eliberate intr-un
anumit interval de timp. Pentru a face acest lucru, au fost inregistrate prima data spectrele de referinta
de antibiotice (Figura 3-8). Din acestea, apoi a fost ales un varf si au fost calculate integralele relative
la markerul DSS. Pentru fiecare antibiotic diferit atunci primim o curba de eliberare. Spectrele pentru
fiecare antibiotice au fost toate taiate, Incat acestea sd arate numai varful selectat si au fost toate

normalizate la varful de referintd DSS la 0 ppm (Figura 3-19).
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Figura 3-19: Varfuri antibiotice RMN pentru ampicilina (A), ciprofloxacin (B), streptomicind (C) si tetraciclina (D).
Varfurile au fost normate la varful DSS la 0 ppm.

Dupa acesta din integralele varfurilor s-a calculat o concentratie aproximativa a antibioticelor
eliberate. Deoarece acelasi D>O marcat cu DSS a fost utilizat in totalitatea studiului de eliberare,
concentratia DSS este aceeasi in intregul experiment, fiind cunoscute concentratiile antibioticelor de

referinta. Luand in vedere aceste conditii, concentratiile antibioticelor au fost aproximate ca diferenta

intre integrala varfului antibioticelor si varful DSS, care a fost calibrat la 1 pentru toate spectrele

(Tabelul 3-6).

Tabelul 3-6: Concentratiile calculate pentru eliberarea de antibiotice

Timp de Concentratii de antibiotice reprezentate in mg/ml

eliberare Aero AMP Aero CIP Aero STR Aero TCL
1h 0.523 0.150 1.127 1.559
2h 0.212 0.011 0.193 1.462
3h 0.072 0.010 0.171 1.452
Sh 0.028 0.009 0.110 1.398
24h 0.017 0.006 0.011 1.280

Dupa cum se poate observa, eliberarea antibioticelor este mai puternica in prima ora, urmata

de o scadere constantd a concentratiilor in timp. Acest lucru a fost de asteptat fiindca concentratia

antibioticului din interiorul aerogelurilor scade impreuna cu doza eliberata de antibiotice.
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3.3.4.2 Evaluarea concentratiei (UV-Vis)

Pentru a se corela cu spectroscopia RMN, eliberarea este facuta pentru spectroscopia UV-Vis
imitand aceleasi conditii de pornire, dar folosind PBS ca solvent. Spectrele de absorbtie UV-Vis arata
o scadere in timp a concentratiei de antibiotice, care pot fi corelate cu rezultatele RMN (Figura 3-20).
Acest lucru confirma profilul liniar de eliberare de tetraciclina, precum si scaderea bruscd in

intensitatea de ciprofloxacina si ampicilina.
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Figura 3-20: Spectra UV-Vis a antibioticului eliberat: ampicilina (A), ciprofloxacin (B), streptomicina (C) si tetraciclina

(D)

3.3.5 Inhibarea antimicrobiana

Studiile de inhibitie asupra S. aureus rezistent la meticilind tulpina

UCLA 8076 au fost efectuate in aceleasi conditii ca si pentru BG 60. Proba de /': -

control pentru Aero 60 a fost, de asemenea, tratatd in rutina descris mai sus, $i
nu prezinta nici un efect de inhibare antimicrobiand (Figura 3-21).
Se poate observa ca aerogelurile incarcate cu ampicilind nu au nici un

efect asupra inhibarii acestei tulpini bacteriene (Figura 3-22). Acest lucru se gura 3-21:

Teste de

inhibare antimicrobiene pe
pur Aero 60 efectuate pe S.

eliberare foarte rapidd, reducand eficienta medicamentului. Pe de alta parte, aureus

poate datora faptului cd ampicilina se leagd slab pe probele acestea, si are o

antibioticele care pot stabili o legdtura puternicd cu suprafata aerogelului ca si ciprofloxacina sau
tetraciclina, si au o curba de eliberare mai liniara, sunt mult mai eficiente si inhiba o mare parte a
suprafetei netratate. Streptomicina este asa cum am vazut intre efectul inferior al ampicilinei si

performantele puternice ale ciprofloxacinei si tetraciclinei. Acesta inhiba formarea bacteriilor pe toata

suprafata pe care a fost raspandita, dar este slaba in inhibarea dincolo de zona tratata.

Figura 3-22: Studiu de inhibare antimicrobiand pe Aero AMP, Aero CIP, STR. Aero si Aero TCL.
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Concluzii generale

Sinteza sol-gel a fost folosita pentru a crea materiale omogene silicatice bioactive cu
compozitie 45Si02 ¢ 24.5Ca0 ¢ 24.5Na20 * 6P205 (molar%).

Studiul de adsorbtie pe proteine arata atasamentul hemoglobinei pentru diferite concentratii
ionice si tratamente de suprafatd care dovedesc receptivitatea materialului fata de mediul
biologic. Agentii de cuplare de proteine si concentratii mai mici de sare Tmbunatatesc
aderenta a materialelor, dupa cum reiese din spectroscopia XPS. Suprafata materialelor de
asemenea creste cu atasare de proteine.

Incorporarea de tetraciclina in microsfere bioactive din sticla a fost realizat prin procesul
de uscare prin pulverizare. Prin aceastd metoda a rezultat obtinerea microsferelor incarcate
negativ cu un diametru mediu in jur de 10 microni, cu o suprafata specifica mica si suprafata
netedd. Doza mare de antibiotic incorporata este doveditd de spectroscopia XPS. Profilul
de eliberare a antibioticului este aproape liniar pe o perioada de timp prelungita. Testele de
inhibitie prezinta o activitate antimicrobiand slaba in ciuda dozei mari de antibiotic eliberat,
indicand posibila deteriorare a antibioticului in timpul procesului de uscare prin
pulverizare.

Incarcarea tetraciclinei pe sticla bioactiva xerogel a fost analizati prin XPS si spectroscopia
FTIR si profilul de eliberare a antibioticului a fost evaluat prin spectroscopie UV-Vis.
Capacitatea tetraciclinei de a forma legaturi chimice cu ioni de Cax" 1i ddruiesc capacitate
de incarcare mare, antibioticul fiind nca prezent pe suprafata de sticla chiar si dupa 96 de

ore de la de eliberare..

Probe bioactive xerogel si aerogel au fost obtinute prin procedeul sol-gel cu compozitie

60%Si02 30%CaO 10%P»0s (molar%), si incarcate cu diferite antibiotice
I

Xerogelul arata faze de wollastonit (CaSiO3) si apatit (Cai0(PO4)s(OH)2) evidentiate prin

XRD, o suprafatd mare si marimea porilor de aproximativ 10 nm.
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Incarcarea cu antibiotice nu influenteaza bioactivitatea xerogelului imersat in SBF, fapt
sustinut de cresterea fazei de tip apatitd in XRD si cresterea dubletului in jurul 589-600 cm™
! aritate de spectrele FTIR.

Profilul de eliberare a antibioticelor din probele xerogel a fost evaluatd prin RMN si
spectroscopie UV-Vis respectiv.

* Antibioticele alese au dovedit caracteristici diferite de atasament si profil de eliberare :

o Ampicilina a demonstrat atasamentul slab pe sticla bioactiva incarcata negativ din
cauza sarcinii sale negative de ansamblu. Acesta a rezultat intr-o foarte mare
eliberare initiala, cu aproape intreaga cantitate de antibiotic eliberata intr-o perioada
de timp scurta.

o Ciprofloxacina are capacitatea de a se lega chimic de Ca, de a forma complexe cu
ea, rezultand intr-o incarcare uniforma a antibioticului, un burst initial moderat
urmata de un profil de eliberare mai liniar.

o Streptomicina este incarcata pozitiv si legarea acestuia este mediatd de interactiuni
electrostatice. Acesta prezinta un profil de eliberare exponentiala lenta.

o Tetraciclina formeaza complecsi de Ca, precum si atasandu-se ferm de suprafata
materialului. Acesta 1i oferd o doza de antibiotic consistenta intr-o ratd de eliberare
constanta .

Studiile de inhibitie antimicrobiene pot fi corelate cu comportamentul de eliberare al
antibioticelor. Ampicilina are cea mai slaba inhibitie, cu nici un efect asupra bacteriilor
gram negative si efect slab asupra bacteriilor gram pozitive. Streptomicina inhiba intreaga
suprafatd pe care a fost aplicat esantionului incarcat cu antibiotic, dar nu a fost evidentiat
nici un efect de inhibare in afara de aceastd zona. Atat ciprofloxacina cat si tetraciclina au
un efect de inhibare puternic asupra bacteriilor gram pozitive, chiar si in afara zonei tratate,

ciprofloxacina are succes mai mare in inhibarea bacteriilor gram-negative .

IL
Esantioanele de aerogel caracterizate aratd ca materialul este extrem de omogen, stabil si
vitros, chiar si dupd tratamentele termice de la 1050 °C. Acesta dispune de asemenea de o
suprafatd mai mare decat omologul xerogel.
Bioactivitatea probelor de aerogel nu sufera in urma incarcarii cu antibiotice, pentru ca faza

de tip apatitic este evidentiatd dupd imersia in SBF de catre XRD si FTIR de asemenea.
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e Capacitatea de incarcare cu antibiotice a probelor aerogel este mai bund comparativ cu
omologul xerogel, datoritd suprafetei mai mare a materialului.

e Profilul de eliberare a antibioticelor este similar cu omologul xerogel. Singura diferenta
este comportamentul ciprofloxacinei care are un burst initial puternic, urmat de un
comportament de eliberare liniar.

e [Inhibarea antimicrobiana nu prezintd niciun efect antimicrobian pentru ampicilina.
Streptomicina are numai un efect de inhibare locald asa cum se vede si pe proba xerogel, si
iar ciprofloxacina cat si tetraciclina inhiba o regiune mai mare, dincolo de suprafata tratata.
Materialele bioactive antimicrobiene prezentate in teza pot fi luate in considerare pentru

restaurarea defectelor osoase, ca urmare a proprietatilor avantajoase de bioactivitate si raspunsul

lor promitator la inhibarea infectiilor asociate cu implanturi osoase.
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