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Abstract:

Introduction: Local drug delivery is an effective and promising procedure to prevent microbial adhesion
to the surface of an implant and the formation of microbial biofilms. In this way, a high concentration of the
drug can be achieved at the right site, which ultimately reduces the total duration of antibiotic treatment.

The main objective of the study: To produce and evaluate the behavior of new thin films for implant
coatings, containing drug embedded in a bioglass and biocompatible polymer matrix.

Results and discussions: New bioactive glass-polymer-antibiotic composites were produced by matrix-
assisted pulsed laser evaporation, deposited in uniform thin films on 316L stainless steel substrates, of the type
used in implants. The synthesized structures were analyzed from a structural, compositional, bioactivity and
antimicrobial effect point of view, using advanced and complementary methods. The obtained films have
average thicknesses of ~ 500 nm and consist of a fairly smooth, dense and homogeneous matrix, on which
isolated and merged spheroidal particles with an irregular distribution were grown. Energy dispersive X-ray
spectroscopy identifies the formation of biological apatite after 42 days of immersion of the samples in
simulated human fluid, a proof of the bioactivity of the films. The antibiotic incorporated in the obtained
nanostructures undergoes a gradual dissolution in simulated human fluid, thus ensuring a high efficiency of
the local treatment. The biocompatibility test used the mammalian cell line MG63 and showed that the obtained
nanostructured composite films are non-cytotoxic. The antimicrobial effect of the coatings was tested against
strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli, usually present in implant-associated infections. The
studied films showed a strong anti-biofilm activity against these strains.

Conclusions: Thin films of bioglass-PMMA-doxycycline composite deposited on stainless steel
substrates have many advantages: they are bioactive, prevent implant degradation and release of harmful metal
ions (Cr, Ni, Cu) into the body. At the same time, their dissolution in human body fluids is accompanied by a
prolonged release of active drug molecules, an ideal circumstance for the prevention of local infections.

Rezumat:

Introducere: Eliberarea locala a medicamentelor reprezintd o procedurd eficientd si promititoare de
prevenire a aderentei microbilor la suprafata unui implant si formarea de biofilme microbiene. In acest mod se
poate obtine o concentratie mare de medicament la locul potrivit, care reduce in cele din urma durata totala a
tratamentului cu antibiotice.

Obiectivul principal al studiului: Realizarea si evaluarea comportamentului pentru noi filme subtiri de
acoperire a implanturilor, ce contin medicament inglobat intr-o matrice de biosticla si polimer biocompatibil.

Rezultate si discutii: Au fost realizate noi compozite bioactive din sticla-polimer-antibiotic prin
evaporare cu laser pulsat, asistatd de o matrice, depuse in filme subtiri uniforme pe substraturi din otel
inoxidabil 316L, de tipul celor utilizate In implanturi. Structurile sintetizate au fost analizate din punct de
vedere structural, compozitional, al bioactivitatii si al efectului antimicrobian, prin metode avansate si
complementare.

Filmele obtinute au grosimi medii de ~ 500 nm si constau dintr-o matrice destul de neteda, densa si
omogena, pe care au fost crescute particule sferoidale izolate si imbinate cu o distributie neregulata.

Spectroscopia cu raze X cu dispersie de energie identificd formarea de apatitd biologica dupa 42 de zile
de imersie a probelor in fluid uman simulat, o dovada a bioactivitatii filmelor.

Antibioticul incorporat in nanostructurile obtinute suferd o dizolvare treptata in fluid uman simulat,
asigurand astfel o eficientd mare a tratamentului local. Testul de biocompatibilitate a utilizat linia celulara de
mamifer MG63 si a aratat ca filmele compozite nanostructurate obtinute sunt necitotoxice. Efectul
antimicrobian al acoperirilor a fost testat impotriva tulpinilor de Staphylococcus aureus si Escherichia coli,
prezente de obicei in infectiile asociate implantului. Filmele studiate au prezentat o activitate anti-biofilm
puternica impotriva acestor tulpini.

Concluzii: Filmele subtiri de compozit biosticla — PMMA- doxiciclind depuse pe substraturi din otel
inoxidabil au o multime de avantaje: sunt bioactive, impiedica degradarea implantului si eliberarea ionilor
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metalici nocivi (Cr, Ni, Cu) 1n organism. Totodata, dizolvarea lor in fluidele corpului uman este Insotitd de o
eliberare prelungitd de molecule active de medicament, o circumstantd ideald pentru prevenirea infectiilor

locale.

Key-words: functional coatings, thin films, antibiotic release, antimicrobial effect
Cuvinte cheie: acoperiri functionale, filme subtiri, eliberare de antibiotice, efect antimicrobian-19

Introducere

In ultimii ani, progresul tehnicilor chirurgicale
a condus la o crestere exploziva a utilizarii bio-
materialelor pentru dispozitive medicale avan-
sate si implanturi. Unul dintre pericolele majore
asociate cu introducerea unui implant in corpul
uman este riscul de infectii microbiene. S-a de-
monstrat cd o importantd considerabild 1n
patogeneza infectiilor asociate implanturilor
medicale o are aparitia biofilmelor bacteriene,
care prezinta rezistentd crescutd atat la sistemul
imunitar al gazdei, cat si la antibiotice (Hag, 2024;
Kadirvelu, 2024).

Biofilmul microbian este definit ca o comuni-
tate microbiand aderata la substrat si protejata de
o matrice polimerica extracelulara, auto-secre-
tatd, prezentand un fenotip modificat in ceea ce
priveste cresterea, expresia genelor si productia
de proteine. In acest context, Staphylococcus
aureus este cel mai frecvent agent patogen care
cauzeaza infectii asociate implanturilor (Zhao,
2024). De asemenea, bacilii Gram negativi contri-
buie si ei cu un procent important, pana la 23%,
la acest tip de infectii, unul dintre microorganis-
mele predominante fiind Escherichia coli (Macias-
Valcayo, 2022). Infectiile presupun formarea de
biofilme care fac ineficiente antibioterapia
sistemica si raspunsul imun al gazdei si ar putea
duce la infectii cronice, raspandirea celulelor
biofilmului cétre tesuturile neinfectate si in cele
din urma la esecul implantului (zin, 2024).

Una dintre cele mai de succes abordari in
combaterea infectiilor asociate biofilmului este
prevenirea aderentei sau Intarzierea cresterii
microorganismelor deja aderate si/sau coloniza-
toare, prin acoperirea suprafetei implantului cu
pelicule bioactive care elibereaza medicamente
antimicrobiene  (Kravanja, 2022, Hagq, 2023).
Livrarea locala a medicamentelor reprezinta o
procedura eficientd si promitatoare de prevenire
a aderentei bacteriene la suprafata implantului si
formarea de biofilme microbiene. In acest mod se
poate obtine o concentratie mare de medicament
la locul potrivit, care reduce in cele din urma

durata totald a tratamentului cu antibiotice. Medi-
camentele pot fi incarcate pe suprafata biomate-
rialului prin imobilizare chimica (Li, 2024) sau
prin aplicarea de acoperiri pasive (Manasa, 2022)
care inhiba aderenta bacteriana.

Au fost astfel raportate pand acum impreg-
narea directd cu antibiotice si imobilizarea
agentului antimicrobian intr-o matrice capabild
sa se lege la o varietate de suprafete, precum si
fabricarea de acoperiri metalice active antimi-
crobiene sau nanoparticule incorporate (Cu, Ag)
(Guan, 2024, Maddheshiya, 2024).

Eficienta filmelor de poli(stiren-co-metil
metacrilat) dopate cu rifampicina, doxiciclind si
claritromicind a fost dovedita impotriva formarii
biofilmului de catre tulpinile de S. aureus
sensibile la meticilina si rezistente la meticilina
(Zhao, 2024; Hu, 2022). De mentionat cd doxiciclina
(a-6-deoxi-5-oxitetraciclina) este un agent
bacteriostatic cu spectru mare, care inhiba sinteza
proteinelor, prin blocarea legarii aminoacil-
ARNTL de situsul acceptor ribozomal (Igbal, 2021).

In studiile noastre anterioare, au fost inves-
tigate sinteza filmelor subtiri din biosticla prin
evaporare laser pulsatd asistatd de matrice
(Matrix Assisted Pulsed Laser Evaporation -
MAPLE) (Floroian, 2017) s1 depunere cu laser
pulsat (Pulsed Laser Deposition) a filmelor compo-
zite care contin polimeri pentru eliberarea con-
trolata a medicamentelor (Negut, 2020).

Lucrarea de fata exploreaza potentialul de
aplicare a metodei MAPLE pentru a realiza
acoperiri bioactive ale implanturilor, care contin
doxiciclind Incorporatd intr-un sistem sticla
bioactiva - polimer, care sa asigure livrarea locala
a medicamentelor pentru prevenirea si tratarea
infectiilor asociate implantului.

Materiale si Metode

Placi din otel inoxidabil de calitate medicala
tip 316L (notat in continuare SS) au fost utilizate
ca substraturi pentru depunerea filmelor. Ele
contin 64,26% Fe, 18,51% Cr, 12% Ni, 2,13%
Mo, 1,44% Mn, 0,58% Cu, 0,56% Si, 0,0265%

40



Studiu Original

JIMB. nr. 2-2022

C, 0,0036% S si alte elemente in concentratie mai
mica. Au fost investigate placi din SS simple, dar
sl acoperite cu nanostructuri care contin sticla
bioactivd (BG), polimer si antibiotic, pentru
determinarea parametrilor fizici si chimici si au
fost supuse apoi analizelor biologice.

Inainte de depunere, plicile SS, cu suprafata de
(1x1)cm?, au fost prelucrate mecanic, prin lustruire
la o rugozitate micrometricad (Rq = 2—4um), cu-
ratate cu acetonad, etanol si apa deionizata, intr-o
baie cu ultrasunete X-Tra 30H. O morfologie
adecvatd a suprafetei asigurd o bund aderentad
celulara si o crestere a osului, in timp ce o
rugozitate adecvatd asigurd o interactiune os-
implant Tmbunatatita pe termen lung.

BG apartine sistemului  Si02-Na>O-K>O-
Ca0-MgO-P20s si prezinta proprietdti de bio-
activitate si biocompatibilitate foarte bune. Con-
tine 56,5% Si02, 11% NaxO, 3% K-0, 15% CaO,
8,5% MgO, 6% P»0s si a fost fabricatd conform
unui protocol descris in Refs. (Dimitriadis, 2020).

Poli(metacrilatul de metil) (PMMA) este un
polimer inert care prezintd o buna biocom-
patibilitate cu tesutul uman, capabil sa protejeze
implantul metalic Tmpotriva proceselor de
degradare (Rouein, 2022).

Ca si antibiotic, am selectat pentru acest
studiu Doxycyclina (Doxy), un antibiotic apar-
tinand grupului tetraciclinei. Se stie ca Doxy este
stabil la temperatura corpului si solubil in apa,
capabil sd asigure difuzia din purtator, este activ
impotriva celor mai comuni patogeni bacterieni
implicati in infectiile osoase si ale tesuturilor moi
si este eliberat local la concentratii de pana la
zece ori concentratia inhibitorie minima pentru
agentii patogeni in cauza. Capsulele Doxy utili-
zate in experimentele noastre au fost disponibile
comercial si au continut 100 mg hiclat fiecare.

O matrice constand intr-o solutie de 0,6g
PMMA dizolvat in 19,3mL cloroform cu adau-
garea a 0,08g BG si 0,11g Doxy hiclat a fost
utilizata ca tintd inghetata in depunerea MAPLE,
conform unui protocol descris in Ref. (Negut,
2020). Metoda MAPLE este utilizata in cazul
polimerilor si substantelor delicate deoarece
reproduce cu fidelitate proprietitile  si
functionalitatea  materiilor ~ prime,  fara
descompunere fotochimicd si deteriorare sub
actiunea directd a impulsurilor laser UV intense.
Toate experimentele au fost efectuate folosind o

sursa laser excimer KrF* (A=248 nm, trwum < 25
ns) care a operat la o fluentd de 0,55 J/cm? si o
ratd de repetitie de 5 Hz. Pentru cresterea unui
film subtire au fost aplicate 5.000 de impulsuri
laser ulterioare. Pentru a obtine un strat uniform
si pentru a evita perforarea, tinta si substratul au
fost rotite continuu cu 50 rpm, in timp ce
presiunea din interiorul camerei de depunere a
fost stabilita la 2x107 mbar. In timpul depunerii,
tinta a fost mentinutd la temperatura azotului
lichid.

Caracterizarea fizico-chimicd a straturilor
subtiri depuse se face apoi prin metode specifice,
complementare.

Caracterizarea morfologica a fost efectuatd
prin microscopie electronica cu scanare (SEM)
utilizand un microscop electronic Philips XL30,
care functioneaza la tensiuni de acceleratie de 20
kV, in vid inalt, in regim de electroni secundari.

Grosimea acoperirii si topografia au fost
monitorizate si estimate prin profilometrie,
folosind un Stylus profiler XP2 de la Ambios
Technology, la viteza de 0,01 mm/sec, distanta de
lucru de 1 mm pentru masurarea grosimii i
distantd de lucru de 5 mm pentru masurarea
rugozitatii. Pentru statistici, am efectuat
madsuratori pe trei probe identice.

Compozitia chimica a fost stabilitd in urma
studiilor de spectroscopie cu raze X cu dispersie
de energie (EDS), care au fost efectuate pe toate
specimenele folosind un detector SiLi (model
EDAX Inc.) operat la 20 kV, in trei exemplare,
pe suprafete relativ mari de (250 x 250) um?.

Structura chimica a acoperirilor a fost investi-
gatd prin spectroscopie in infrarosu cu transfor-
matd Fourier (FTIR). Spectrele FTIR au fost achi-
zitionate in modul de absorbanta, cu un FTIR-
8400S (Shimadzu Corp, Kyoto, Japonia), care functio-
neazi in intervalul 7800-350 cm™, cu rezolutie
spectrald de 0,4 cm™ si raport S/N 20000:1.

Pentru evaluarea cantitdtii de antibiotic eli-
berat s-a folosit spectroscopia de absorbtie UV-
VIS. Cu ajutorul unui spectrofotometru GBC
CintralO0e UV-VIS-NIR (190-1200)nm s-a anali-
zat fluidul uman simulat (SBF) in care au fost
imersate mostrele. SBF are o compozitie ionica
aproape identicd cu cea a plasmei sanguine si se
preparda dupa formula lui Kokubo (Fernandes,
2021), prin amestecarea reactivilor corespunzatori
(Tabelul 1).
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Toni Na® | K" | Mg* | Ca*>* | CI HPOs* | SO+ | HCO*
Concentratia in SBF 142 | 5 1,5 2,5 147,8 1 0,5 4,2
Concentratia in sange 142 | 5 1,5 2,5 103 1 0,5 27

Tabelul 1 Concentratiile ionice ale SBF fata de sangele plasmatic

Doua placi de control, de SS neacoperit si SS
acoperit cu film subtire BG-PMMA-Doxy au fost
scufundate in 25mL de SBF, in recipiente sterile
din polietilena, au fost tinute la o temperatura de
37°C folosind un incubator microbiologic Binder
si suprafata lor a fost investigatd dupd diferiti
timpi de imersie prin FTIR. Toate masuratorile au
fost efectuate in trei exemplare, in conformitate
cu standardul ISO/FDIS 23317:2007(E).

Rezistenta la coroziune in SBF a probelor
utilizate ca acoperiri pentru implanturi sau pro-
teze a fost evaluatd prin metode electrochimice
PGSTAT 100Eco Chemie controlat de software-ul
Nova, intr-o configuratie cu trei electrozi cu
electrod de referinta Ag/AgCl si fir de platina ca
si contra-electrod. Influenta fluidelor fiziologice
asupra substraturilor goale SS si BG-PMMA-
Doxy/SS a fost studiatd prin voltametrie liniard
de baleiaj (LSV), care poate caracteriza mecanis-
mele de coroziune si poate prezice ratele de coro-
ziune. Existd o relatie liniara intre vitezele de
dizolvare sau coroziune a metalului si curentul de
coroziune, prin urmare acestia sunt parametri
importanti care pot fi gésiti prin LSV. Graficele
au fost Inregistrate intre -1,50 V s1 -0,25 V cu o
ratd de scanare de 0,1 V/s. Masuratorile au fost
efectuate pentru trei probe din fiecare tip studiat,
pentru a obtine rezultate fiabile. Au fost deduse
valorile medii ale parametrilor de coroziune:
potentialul de coroziune (Ecorr) si curentul de
coroziune (icorr).

Biocompatibilitatea filmelor obtinute depuse
pe substraturi SS a fost evaluata in vitro pe celule
de osteosarcom uman (MG63, ATCC® CRL-
1427™)_ prin investigarea morfologiei si ciclului
celular al celulelor care cresc pe aceste filme.
Pentru evaluarea microscopicd a morfologiei ce-
lulare, specimenele acoperite cu filme subtiri au
fost plasate in placi cu 24 de godeuri, expunand
suprafata probei acoperite. 5x10° celule MG63
au fost adaugate in Mediul Eagle Modificat
Dulbecco (DMEM) suplimentat cu 10% ser fetal
bovin si 1% aminoacizi esentiali. Placile au fost
mentinute timp de 24 de ore la 37°C in 5% COx.
Dupa 24 de ore, probele au fost colorate cu iodura
de propidiu (PI), vizualizate imediat in fluo-

rescentd cu microscopul Leica DFC450C si
fotografiate.

Pentru analiza ciclului celular, celulele MG63
au fost cultivate in mediu Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 (Gibco, New York, SUA)
suplimentat cu ser bovin inactivat termic 10% si
penicilind/streptomicina si incubate la 37°C in
5% CO; timp de 24 ore. Apoi, monostraturile au
fost recoltate, spalate cu solutie salind tamponata
cu fosfat (PBS), fixate in etanol rece 70% si incu-
bate peste noapte la -20°C. Fiecare proba a fost
spalata in PBS, tratatd cu 100 pg/mL RN-aza A
timp de 15 minute, coloratd cu 10 pg/mL PI prin
incubare la 3°C timp de 1 ord. Apoi, achizitia
evenimentelor a fost efectuata cu un citometru in
flux Epics Beckman Coulter. Datele obtinute au
fost analizate folosind software-ul FlowJo si
exprimate ca fractii de celule in diferite faze ale
ciclului celular.

Activitatea anti-biofilm a probelor obtinute a
fost investigata folosind tulpini de S. aureus ATCC
6538 si E. coli ATCC 8739. Probele testate au fost
sterilizate prin expunere la UV timp de 30 de
minute. Dupa sterilizare UV, o cantitate de 20ul de
suspensie microbiand de densitate 0,5 McFarland,
preparata din culturi proaspete dezvoltate pe agar
de soia triptica (TSA), a fost distribuitd pe suprafata
tratata a probelor si incubatd la 37°C, in atmosfera
umeda, timp de Smin., 1 h, 2 h si 24 h. Dupa fiecare
perioada de incubare, probele au fost suspendate n
5 mL de solutie salina sterila si agitate puternic
pentru a resuspenda bacteriile aderente. Apoi s-au
efectuat dilutii in serie de zece ori din suspensia
recuperatd si numerele de celule viabile au fost
determinate si exprimate ca unititi formatoare de
colonii (CFU)/ml.

Rezultate

Morfologia suprafetei acoperirilor BG-
PMMA-Doxy, inainte si dupa imersarea lor timp
de 80 de zile In SBF, este ilustratda in Fig. 1.
Filmele constau dintr-o matrice destul de neteda,
densa si omogend, pe care au fost crescute
particule sferoidale izolate si imbinate cu o
distributie neregulata. Particulele prezente pe
suprafatd au dimensiuni de ordin micrometric si
sunt Tmprastiate arbitrar.
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Masuratorile grosimii au indicat valori medii
de ~ 500 nm pentru filmul subtire initial si ~ 800
nm dupa 80 de zile de imersie in SBF (Fig. 2).
Valorile medii ale rugozitatii suprafetei pentru
filmele subtiri initiale au fost: Ra =322 + 9nm si
Rq =449 £ 6,5nm, iar dupa imersarea in SBF au
devenit: Ra =329 + 22nm si Rq =433 £ 30,43nm.

Fig 1. Imagini SEM ale BG-PMMA-Doxy inainte de
imersie (a, b) si dupa 80 de zile de imersie,in SBF
(c, d); Imaginile (b si d) sunt detalii pentru (a si,
respectiv, c).

Grosime (wm)

Distanta (um)

Fig 2. Profilul filmelor initiale si imersate 80 de zile
in SBF.

Rezultatele EDS inregistrate pe BG-PMMA-
Doxy dupa 80 de zile de imersie in SBF arata un
raport atomic Ca/P de aproximativ 1,60, in buna
conformitate cu Ref. (Copete, 2024), care
raporteazd valori Ca/P in intervalul 1,38-1,93
pentru apatita biologica. Este de mentionat ca
BG-PMMA s-a transformat complet in apatita
biologica dupa 42 de zile de imersie in SBF.

Eliberarea de antibiotic, monitorizatd prin FTIR
si UV-VIS a dat rezultatele prezentate in continuare.

Spectrele FTIR ale filmelor, proaspat preparate
si dupa 20 si 80 de zile de imersie in SBF, sunt
prezentate in Fig. 3. Spectrul filmului initial BG-
PMMA-Doxy/SS (curba rosie in Fig. 3) are doua
varfuri, la 1008 si 982cm ™!, care apartin structurii
BG. Varfurile de la 1732, 1244 si 1151cm™ sunt
atribuite PMMA-ului (Smith, 2023), in timp ce
varfurile de la 1456, 1275 si 765cm™! sunt
reprezentative pentru Doxy (Farkas, 2022). Dupa 20
si 80 de zile de scufundare in SBF, se pot observa
modificari semnificative in spectrul FTIR: o
amplitudine mai micd a tuturor varfurilor in
comparatie cu cea initiala (curbe albastre si
respectiv verzi, in Fig. 3) impreund cu aparitia
unor noi varfuri, la 1648, 1045 si 675 cm ™. Aceste
varfuri apartin hidroxiapatitei carbonatate (CHA),
care este similarda cu componenta principala a
osului (Copete, 2024).

Absorbanta (ua.)

L] L] L] L] L]
1000 1200 1400 41600 1800 2000
MNumaéarul de unda (cm ')

T
600 800

Fig. 3. Spectrele FTIR ale probei initiale si dupa 20 si 80
de zile de imersie in SBF.

Astfel, pelicula interactioneaza cu SBF si apar
atat modificari chimice, cat si structurale, indi-
cand descompunerea BG, care cel mai probabil
favorizeaza eliberarea de Doxy in fluidul incon-
jurdtor. In vivo, se asteaptd ca acest proces sa
permita livrarea medicamentului chiar la locul
implantdrii si sd previna infectiile asociate
implantului, prin reducerea densitatii microbilor
si a aderentei acestora la suprafata implantului.

SBF care a gazduit probele a fost investigat
intr-un experiment complementar prin spectro-
metrie UV-VIS (Fig. 4). Eliberarea de Doxy din
compozit in SBF a fost detectata prin masurarea
absorbantei la o lungime de unda de 1172nm,
unde absorbanta Doxy aratd un maxim.

Fig. 4 prezintd dinamica eliberarii Doxy in
SBF. O eliberare rapida a antibioticului poate fi
observatd in primele 8 ore dupa imersia probelor
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in SBF, pana la atingerea eliberarii maxime de
Doxy. Apoi, are loc o etapa de eliberare mai
lenta, 12% din cantitatea maxima fiind eliberata
dupa 2 zile de imersiune. Din acest moment,
procesul devine aproape stationar, la un nivel de
aproximativ 20%. Dupa 50 de zile, Doxy este
inca eliberat din filme, confirmand ipoteza
noastrd ca nanostructura BG-PMMA-Doxy
asigura o eliberare prelungita a medicamentului.

1004
Eliberarea de
sod antibiotic
;3‘
— 604
2
A 40
20 ’l -
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Timp (zile)

Fig 4. Eliberarea Doxy in SBF.

Aceastd evolutie este dovada dizolvarii trep-
tate a BG in SBF, proces care controleaza elibe-
rarea moleculelor de antibiotic din matrice. In
acelasi timp, ea sustine o eficienta ridicata a trata-
mentului local fata de cel oral, ca urmare a depo-
zitarii prelungite a medicamentului in structura
depusa.

In cadrul masuritorilor de polarizare electro-
chimicd, un set de sase mostre de SS neacoperite
(3 exemplare) si acoperite cu filme BG-PMMA-
Doxy (3 exemplare) au fost scufundate in 25 mL
SBF, in recipiente sterile din polietilend, la
temperatura camerei, si investigate dupd 0, 7, 14,
21 s1 28 de zile.

Analiza LSV initiala aratd o rezistentd mai
buna la coroziune a stratului de nanocompozit pe
SS in comparatie cu SS neacoperit, caracterizata
printr-un curent de coroziune mai mic si un
potential de coroziune mai mare (vezi Tabelul 2).

Dupa 14 si 28 de zile de scufundare in SBF,
parametrii masurati sufera modificri semni-
ficative, adica creste curentul de coroziune si
scade potentialul de coroziune. Acest lucru este
dovada coroziunii SS in fluidele umane. In
acelasi interval de timp, probele de SS acoperite
cu filme subtiri de BG-PMMA-Doxy asigurd un
comportament de protectie a metalului impotriva
coroziunii. Parametrii de coroziune se mentin
aproape neschimbati fatd de valorile initiale si

sunt foarte diferiti In comparatie cu probele de SS
neacoperit (vezi Tabelul 2).

Proba Timpul de | icorr Ecorr
imersie (zile) (uA/cm?) (mV)
SS 0 15,38 -625,45
14 18,22 -773,91
28 25,14 -997,38
BG- 0 6,21 -389,02
PMMA- | 14 7,15 -425,18
Doxy |28 6,96 2420,03

Tabelul 2 Parametrii de coroziune dupa diferiti timpi de
imersie

In cadrul testelor de biocompatibilitate in
vitro, am observat cd morfologia si cresterea
celulelor MG63 pe filmele subtiri obtinute nu au
fost afectate, in cazul probei de control (Fig. 5).
Rezultatele microscopice au fost interpretate in
conformitate cu recomanddrile ISO 10993-
5:2009(E); Partea 5. Evaluarea biologica a
dispozitivelor medicale. Examinarea nu a
evidentiat nicio modificare a morfologiei celu-
lare care ar putea indica celule moarte, cum ar fi
celule rotunde, contractate, dovada a faptului ca
filmele studiate nu sunt citotoxice.

Fig 5. Imagini de microscopie cu fluorescenta ale
celulelor MG63 crescute pe film subtire de BG-PMMA-
Doxy/SS (a) si (b) pe control, timp de 24 de ore (marire

x200).

Analiza microscopica a fost confirmata de
testul citometriei in flux a ciclului celular,
neavand modificari In distributia fazelor de
crestere (Fig. 6).

i
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Fig 6. Diagrame de citometrie in flux ale ciclului
celular al celulelor MG63 crescute pe filme subtiri
BG-PMMA-Doxy.
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Activitatea anti-biofilm a filmelor subtiri
sintetizate.

Pentru a evalua atat eliberarea rapida initiala a
antibioticului in forma activa, cat si durata actiunii
de protectie a antibioticului, am analizat activi-
tatea antimicrobiand Iintr-un interval temporal
variind de la 5 minute la 24 de ore. Probele testate
au inhibat cresterea microbiana dupa 5 minute de
contact cu suprafata respectivd. Scaderea numa-
rului de celule viabile este mai mare de pentru E.
coli si mai mica pentru S. aureus. Aceasta demon-
streaza instalarea rapida a efectului bacteriostatic
al antibioticului, care opreste Inmultirea bacte-
riilor viabile prezente in inoculul initial.

In cazul E. coli, cresterea microbiana a fost
inhibata pe toatd durata experimentului, in timp
ce in cazul S. aureus, scaderea usoara initiala a
numarului de celule viabile observatd dupa 5
minute de contact, a fost urmatd de una mai
semnificativa dupa 1 ord de contact, urmata de o
usoard crestere dupa 2 ore si de o crestere
exponentiald pana la 24 de ore (Fig. 7).

Cu toate acestea, in ambele modele experi-
mentale, densitatea celulard ramane sub pragul
de 10° CFU/mL, care este considerati doza
minima de infectare pentru aceste bacterii (Wang,
2021). Sub aceasta limitd, mecanismele de aparare
antiinfectioasd a gazdei ar putea fi eficiente in
eliminarea bacteriilor colonizatoare, inainte de
initierea unui proces infectios (Mathew, 2022).
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Fig 7. Dinamica cresterii microbiene pe filmele subtiri
BG-PMMA-Doxy.

Discutii

Particulele sferoidale vizibile pe partea supe-
rioard a filmelor depuse sunt caracteristice pro-
ceselor de depunere cu ajutorul laserului si s-au
dovedit benefice pentru adeziunea si cresterea
celulelor vii.

Parametrii de rugozitate ai suprafetei, Ra si
Rq, au fost gasiti destul de similari pentru filmul
subtire initial si pentru cel de dupa 80 de zile de
imersie in SBF. Grosimea mai mare a filmului
final se datoreaza, in opinia noastra, sintezei de
CHA pe partea superioara a suprafetei, impreuna
cu eliberarea de Doxy.

Picurile apartinand fie PMMA, fie Doxy au
fost identificate 1n spectrele FTIR. Dupa scufun-
darea in SBF, amplitudinea acestor varfuri este In
scadere si apar noi varfuri, apartinand CHA.
Aceasta conversie este 1nsotitd de eliberarea con-
trolatd de Doxy in SBF, care inhiba dezvoltarea
biofilmelor microbiene. Eliberarea Doxy este
maxima dupa 8 ore, dar se mentine inca semni-
ficativa dupa 50 de zile, ceea ce confirma rolul
de rezervor de medicament al filmelor de aco-
perire compozite.

Dupa cum se stie, un material are o rezistenta
mai buna la coroziune ori de cate ori prezinta un
curent mai scazut si un potential mai mare de
coroziune. Analizele LSV permit compararea
comportamentului in contact cu fluidele umane
al probelor SS goale si celor acoperite cu film
subtire de nanocompozit BG-PMMA-Doxy. S-a
dovedit ca un comportament mult mai potrivit
pentru aplicatiile medicale il au probele aco-
perite, care fac fata la actiunea foarte coroziva a
fluidelor umane.

Lipsa celulelor MG63 moarte, fara morfologie
modificatd, a dovedit absenta -citotoxicitdtii
filmelor studiate.

Pe de alta parte, dinamica cresterii microbiene
a fost diferitd pentru cele doud tulpini testate:
S. aureus si E. coli. Aceasta diferenta poate fi
explicatd prin variatia timpului de generare si a
afinitatilor dintre antibiotic si tinta moleculara in
cele doua modele experimentale. S-a sugerat ca,
in prezenta anumitor factori de limitare a
cresterii, cum ar fi stresul osmotic, bacteriile
Gram-negative se adapteazd mai lent 1n
comparatie cu cele Gram-pozitive, asa cum arata
timpul relativ de Intarziere si, prin urmare, timpul
necesar bacteriilor pentru a se adapta la conditii
noi de mediu este diferit.

In consecinta, adaptarea rapidi a S. aureus la
mediul care contine antibiotic, favorizeaza
inmultirea si consumul mai rapid a antibioticului,
explicand cresterea densitdtii S. aureus dupa 2
ore de incubatie.
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Aceste rezultate demonstreazd ca filmele
subtiri depuse pe implanturile de otel inox sunt
rezistente la colonizarea microbiana si pot fi la
originea unei intarzieri semnificative in initierea
si dezvoltarea ulterioara a biofilmului microbian.

Concluzii

Filmele subtiri de compozit BG-PMMA-
Doxy sunt depuse pe substraturi din otel
inoxidabil 316L prin tehnica MAPLE. Cand sunt
in contact cu fluidele corporale, filmele
demonstreaza capacitatea de a stimula cresterea
hidroxiapatitei biologice pe suprafata lor, ceea ce
valideaza bioactivitatea filmului.

Dizolvarea BG in fluidele corpului uman este
insotitd de o eliberare prelungita de molecule
active de medicament, o circumstantd idealad
pentru prevenirea infectiilor locale.

Atat straturile de polimer, cét si cele de apatita
care cresc pe suprafata implantului, la patru
saptamani dupa introducerea probelor in fluidul
corporal simulat, asigurd o bund protectie
impotriva degradarii si eliberdrii ionilor metalici
nocivi (Cr, Ni, Cu) din implant in corp.

Structurile imprimate sunt foarte biocom-
patibile si rezistente la colonizarea microbiana si
induc o intarziere semnificativa in initierea bio-
filmului microbian si dezvoltarea lui ulterioara.
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