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INTRODUCERE

Prezenta Teza de Doctorat, Cercetarea si dezvoltarea unor
nanostructuri de interes biologic si biomedical, se incadreazi in
domeniul de cercetare dinamic §i multi-disciplinar. Obiectivul major al
acestei teze este de a dezvolta si implementa diferite nanotehnologii pentru
a obtine noi nanostructuri i biomateriale nanostructurate alcatuite din
nanoparticule de materiale anorganice, precum hidroxiapatita sintetica
stoichiometrica purd si hidroxiapatite multi-substituite, dopate cu diferiti
ioni i nanoparticule metalice bioactive, cum ar fi nanoparticulele de argint,
pentru aplicatii in biologie si in biomedicina [1-4]

Aceasta teza prezinta rezultate originale recente legate de sinteza si
caracterizarea unor structuri pe bazd de nanoparticule, cu aplicatii in
domeniul nanomedicinei [5, 6]. Sinteza nanoparticulelor a fost condusa prin
metode adaptate ale chimiei umede [5-12], iar caracterizarea lor s-a realizat
prin metode avansate, precum: XRD, spectroscopie FTIR si Raman,
tehnicile de imagistica TEM, SEM si AFM, prin determindri de potential
zeta si BET, ca si prin incercari biologice si biofizice, printre care:
viabilitatea celulelor (de ex. testele Alamar Blue si diacetat de fluoresceind),
adeziune si proliferare, tehnici de colorare imunocitochimica pentru
expresia proteinei celulare (de ex. osteopontina, osteonectina, colagen tip 1,
osteocalcina) si pentru proteina de adeziune (adicd actina F) pentru
determinarea adeziunii celulare.

Teza incepe cu o introducere si o prezentare a nivelului actual de
cunoastere 1n privinta nanostructurilor cu aplicatii biologice si biomedicale.

Teza de fata are opt capitole, dintre care cinci se bazeaza pe cele 8
articole publicate si anume 6 articole ISI [5-10] plus 2 articole [11, 12]:
unul publicat in volumul de Proceedings al Granulation Conference si altul
publicat intr-o revista stiintifica aprobatd de CNCSIS. Datorita faptului ca
in continutul tuturor acestor opt capitole se gasesc fie articole publicate, fie
deja pregatite in manuscris pentru a fi supuse publicarii, continutul fiecarui
capitol urmareste sectiunile acestor articole sau manuscrise.

Capitolul 1 se centreaza pe sinteza si procesele de maturare ale
hidroxiapatitei pure stoichiometrice (HAP) cu diferite grade de
cristalinitate, precum §i pe caracterizarea structurilor si biomaterialelor
nanometrice obtinute.

Capitolul 2 descrie sinteza si caracterizarea fizico-chimica a HAP
substituite cu siliciu (Si-HAP), ca si performantele biologice ale
osteoblastelor din culturi pe scafolduri realizate din aceste nanoparticule si
nanostructuri.



Capitolul 3 acoperi sinteza unor nanostructuri poroase, realizate
din hidroxiapatite substituite cu zinc, Zn-HAP [7], iar capitolul 4 se refera
la nanostructuri Sr-HAP [8] si caracterizarea lor fizico-chimica,
biomateriale nanostructurate, avand un puternic impact in regenerarea
0so0asa si cu aplicatii in tratamentul osteoporozei.

Capitolul 5 se ocupd cu sinteza §i caracterizarea unei
hidroxiapatite multi-substituite cu Au, Ag si Zn si nanocompozitele sale [6]
cu continut variat de nanoparticule de argint (AgNP) [5]. Capitolul 5 se
refera la caracterizarea biologica in vitro a acestor nanocompozite, folosind
metoda difuziei pentru a caracteriza efectul asupra diferitor specii patogene
in mediul de culturd. in acest capitol, sunt prezentate si analizate efectele
antimicrobiene ale acestor nanostructuri, sub formd de nanocompozite
HAP-AgNP, impotriva a 5 patogeni. Capitolul 5 prezintd si cercetarile
recente privind nanostructurile create din hidroxiapatita, nitroxolind si ioni
de Ag® [9], ca si cele obtinute din hidroxiapatitd si nitro-hidroxi-chinolini
in prezenta ionilor de Zn®** [12], si indica sensibilitatea diferitor micro-
organisme in vitro fata de aceste nanocompozite.

Capitolul 6 acopera sinteza si caracterizarea fizico-chimica a HAP
multi-substituite cu magneziu, zinc si siliciu, HAP-Mg-Zn-Si [11] si a
hidroxiapatitei multi-substituite cu Mg, Zn, strontiu si Si (HAP-Mg-Zn-Sr-
Si), de interes biomedical pentru remodelarea si reconstructia osoasa.

Capitolul 7 prezintd studii de biocompatibilitate a acestor
nanostructuri construite din HAP-Mg-Zn-Sr-Si, folosind osteoblaste umane
mature, derivate din creasta iliacd, cu aplicarea diferitelor incercari
biologice cu privire la viabilitatea celulard, adeziunea si proliferarea
celulelor si exprimarea proteinei celulare.

Capitolul 8 descrie rezultatele obtinute pe nanostructuri realizate
din hidroxiapatitd si nano-argint, ca un nou cement de oase de interes
biomedical in domeniul ortopedic si in stomatologie [10]. Aceste
nanostructuri pot fi folosite pentru acoperirea metalelor n scopul

Teza se incheie cu concluzii generale si cu o listid a publicatiilor
originale si a comunicarilor la conferinte si simpozioane si o alta listd a
referintelor selectate, citate in teza. Trebuie mentionat ca fiecare capitol
cuprinde bibliografia sa citata.

Aceste 8 capitole prezinta peste 50 de nanostructuri bioactive,
denumite si ceramici bioactive i biomateriale, alcatuite din nanoparticule,
predominant din diferite hidroxiapatite, ca minerale ale osului, si
nanoparticule de argint, ca agenti antimicrobieni. Aceste biomateriale pot fi
folosite ca substitute osoase, sau ca minerale si nanocompozite modificate
asemanatoare osului, pentru aplicatii biologice si clinice, pentru ingineria
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tisulard osoasd si pentru regenerarea osoasa. Aceste HAP nanostructurate si
compozitele lor sunt cercetate in continuare la Centrul de Chimie Fizica de
la Facultatea de Chimie si Inginerie Chimicd, pentru realizarea de acoperiri
la implanturi metalice cu aplicatii biologice si biomedicale.

Rezultatele originale aratd cd nanostructurile bioactive dezvoltate
in aceasta Teza de Doctorat pot fi folosite pentru dezvoltarea in continuare a
unor suprafete multi-functionale modificate, care pot duce la noi strategii de
fabricare, testare si aplicatii clinice pentru medicina regenerativa.

Aplicatii ale nanostructurilor obtinute pot include si folosirea lor
pentru inlocuiri de solduri, genunchi, dinti, tendoane si ligamente, ca si
pentru restaurari in boala parodontald si defecte ale vertebrelor precum si
pentru reconstructie maxilo-faciald si stabilizarea alveolei dentare, dupa
extragerea dintilor.

Alte aplicatii s-ar putea concentra asupra scafoldurilor, realizate
prin acoperiri cu aceste nanostructuri si biomateriale din particule bioactive
pe diferite suprafete ale materialelor (de ex. suprafete metalice sau de sticla
opticd), folosind tehnici de asamblare strat cu strat, care sa conduca la
straturi subtiri bioactive, care se pot folosi in culturi de celule osteoblaste
sau celule stem, pentru a investiga bioactivitatea celulara in vitro si in vivo.

HAP si HAP multi-substituita se pot de asemenea folosi ca
purtdtori de nanoparticule de argint, cu efect anti-microbian contra diferitor
patogeni (capitolul 5). Aceste biomateriale ceramice nanostructurate pot fi
utilizate pentru aplicarea unor acoperiri in domeniul medical, la implanturi
sau dispozitive implantate pentru livrarea de medicamente.

Bioceramicile obtinute ar putea fi utilizate pentru reconstructia
unor parti imbolnavite sau deteriorate ale sistemului osos. Ele pot fi
resorbabile (de ex. fosfat tricalcic) si bioactive (de ex. hidroxiapatita,
hidroxiapatite multi-substituite), sau ceramici poroase pentru Tncorporarea
tesuturilor (de ex. metale acoperite cu hidroxiapatita).
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NANOSTRUCTURI DE INTERES BIOLOGIC S| BIOMEDICAL.
Stadiul actual al cunoasterii

Tn zilele noaste, nanostructurile din nanoparticule si biomaterialele
avansate nanostructurate pentru aplicatii biologice si biomedicale au devenit
0 importantd platforma de cercetare. Ca urmare, se dezvoltd nanotehnologia
si este implementata in acest domeniu, cu scopul major de a trata diferite
boli si de a mari calitatea vietii. De aceea, dezvoltarea de noi nanostructuri
si biomateriale nanostructurate este cruciala pentru subsitute de os, ingineria
tisulara si regenerarea tesuturilor.

Nanostructurile pe bazia de hidroxiapatita (HAP) sinteticd au
Tnceput sa fie utilizate Tn mod curent ca implanturi poroase, ca pulberi sau
filme pentru acoperirea protezelor metalice pentru a produce fixarea lor
bioactiva si a fi clinic relevante.

Este timpul sa ludm in considerare o strategie inovativa pe baze
biologice pentru repararea tesuturilor, adica sa dezvoltam noi
nanostructuri, capabile sa activeze celule si gene din corpul uman, ajutand
astfel la vindecarea acestuia.

Aceastd Tezd de Doctorat are ca obiectiv principal dezvoltarea de
nanostructuri (biomateriale) inovative, destinate sa stimuleze raspunsuri
celulare specifice la nivel molecular. Rezultatele obtinute aratd ca
modificarile in compozitia si structura hidroxiapatitei, care este mineralul
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predominant in structura osoasd, induc interactiuni specifice Tn proteinele
celulare (de ex. integrina), si prin aceasta se activeaza si adeziunea celulara,
proliferarea si diferentierea celulelor. Prin urmare producerea si organizarea
matricii extracelulare poate duce la accelerarea formarii si remodelarii
osului, cu potentiale aplicatii in ingineria tisulara, ortopedie, stomatologie si
n transportul diferitelor principii active.

CERCETAREA ORIGINALA

1. NANOSTRUCTURI FORMATE DIN HIDROXIAPATITE. Efectele
conditiilor de maturare

S-au preparat hidroxiapatite prin metoda precipitarii chimice din
azotat de calciu si fosfat acid de diamoniu in mediu bazic. Dispersia
obtinuta a fost supusa in continuare unor procese de maturare in conditii
diferite (etape, durata, temperaturd), obtinand sapte serii de nanostructuri
(Fig. 1.2) pe baza de hidroxiapatite, cu diverse grade de cristalinitate (Tab.
1.2), si diferite dimensiuni si forme de nanoparticule (Fig. 3).
Biomaterialele obtinute (suspensii, precipitate, pulberi liofilizate calcinate si
necalcinate) au fost caracterizate prin difractie a razelor X (Tab. 1.2),
imagistica TEM (Fig. 1.3) si AFM, spectroscopie FTIR (Fig. 1.5) si Raman,
masuratori de potential zeta si analizd BET.

Tab. 1.2. Dimensiunea cristalitelor si gradul de cristalinitate al probelor
necalcinate (a) si calcinate (b) de pulberi liofilizate de hidroxiapatite
Proba la (b Ra P2b Ba Bb Ya @4b pa Hb Ba |Bb [7a [7b

Dimens. [13,8[15,123,3 7,831,834,532,735,144,0|47,639,543,2143,345,2
Crist. (nm)
Cristali- [21,323,1[32,3 34,7147,5148,151,351,7(63,5|64,452,5[55,3/63,0/63,5
nitate (%)

e S (s S

1 B s | 4 s B 7b T 2 ) 0 ) ) o
Ta 24 3= 4a 5 B 78 1a 2a Ga e 5 Bx A
Samples Samples

a. b.
Fig. 1.2. Dimensiunea cristalitelor (a) si gradul de cristalinitate (b) pentru
probe necalcinate (albastru) si calcinate (rosu) de HAP.
11

Hoaes 833

Particles size, nm
cnmSOBEREHRERY

Cristallinity degres, %

2

o



e f
Fig. 1.3. Imagini TEM pentru hidroxiapatite, precipitat (pasta), dispersate in
apa: proba 1 (a), proba 2 (b); proba 3 (c), proba 4 (d), proba 5 (e), proba 7
(f); barele din imagini sunt de 100 nm

Din Tab. 1.2 si Fig. 1.2 se observa o tendintd generala, atat pentru
etape mai lungi de maturare, cit §i pentru o temperatura mai ridicatd a
maturarii, de a mari dimensiunea cristalitelor si gradul de cristalinitate.
Efectul calcindrii duce la o crestere a dimensiunilor cristalitelor, dar gradul
de cristalinitate este doar putin afectat, in special pentru probele care au fost
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supuse la un stadiu de maturare la temperatura ridicata, 60-80°C (probele 4-
7).

Spectrele FTIR sunt comparate pentru probe liofilizate fara
calcinare (Fig. 1.5a) si dupa calcinare la 300 C, 1 h (Fig. 1.5b). Spectrele
au fost normalizate la 1 pentru cel mai nalt pic de absorbtie si deplasate de-
a lungul axei y pentru comparare.

2.2 224

201 “W 2.0
18-

roba 7a
12l pobaTa

proba 6a

1.44
12—W

proba 6b

Absorbanta, u.a.

Absorbanta, u.a.

proba 5a proba sb

proba 4a proba 4b

praba 1a proba 1b

T 7 7 7 T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numere de unda, cm® Numere de unda, cm®

Fig. 1.5. Spectre FTIR ale probelor liofilizate (1, 4, 5, 6, 7) fara calcinare (a)
si dupa calcinare (b); spectrele sunt normalizate

Rezultatele BET, date ca suprafete specifice, volume specifice ale
porilor si razele cele mai probabile ale porilor sunt prezentate in Tab. 1.5.
Toate probele prezintd o suprafata specificd ridicata, datoratd atat gradului
ridicat de dispersie al pulberilor, cat si porozitatii lor. Prin calcinare,
suprafata specificd se micsoreaza ca urmare a sinterizarii nanoparticulelor,
pe cand volumul specific al porilor rimane aproape neschimbat. Aceste
proprietiti fizico-chimice, la randul lor, sunt hotdratoare pentru activitatea
biologica a bionanomaterialelor obtinute, in vederea folosirii lor in scopuri
biologice si medicale

Tab. 1. 5. Caracteristici deduse din analiza BET pentru probe de HAP

Proba Suprafata Volum specific al Raza cea mai pro-

specifica, m?/g porilor, cm*/g babili a porilor, nm

necalci. | calcin. | necalcin | calcin. necalc.. | calcinat
la, 1b 144.2 90.9 0.332 0.361 7.7 7.7
4a, 4b 106.5 96.3 0.358 0.384 7.7 8.6
5a, 5b 99.9 90.2 0.355 0.378 9.6 8.6
6a, 6b 95.6 86.3 0.358 0.354 7.7 7.7

7a, 7h 78.8 73.6 0.324 0.344 | 7.7(11.9) | 7.7 (13.3)
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2. NANOSTRUCTURI DE HIDROXIAPATITE DOPATE CU Si.
Viabilitatea si proliferarea osteoblastelor in vitro

Obiectivul acestei cercetiri a fost de a investiga efectele substituirii
cu silicat Tn reteaua HAP, asupra proprietatilor sale chimice si fizice si a
raspunsului biologic al osteoblastelor in vitro. S-a folosit o metoda chimica
umeda pentru sinteza a patru pulberi de HAP substituite cu silicat (Si-
HAP), cu 0,47; 2,34; 4,67 si 9,34 % g Si, liofilizate si apoi calcinate la
650°C, 1h. Biomaterialele au fost cercetate cu XRD (Fig. 2.1), spectroscopie
FTIR si Raman si prin imagistici TEM, SEM si AFM (Fig. 2.9).
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Fig. 2.1. Spectre de raze X pentru pulbere de HAP fara Si, HAP cu 1%

SiO, [0,47% Si-HAP] si HAP cu 10% SiO, [4,67% Si-HAP], calcinate la
650°C timp de 1h

La concentratii mici, sub 4,67% Si, se obtine o faza unicid de HAP
substituit cu Si. La concentratii mai mari de Si, acesta promoveaza formarea
a doud faze, HAP si TCP, fiecare partial substituitd cu Si. Dimensiunea
cristalitelor de HAP si TCP este in domeniul nanocristalin, dupa cum se
aratd si in Fig. 2.9.

Spectrele FTIR si Raman indica prezenta predominanta a HAP
substituit cu siliciu, cel putin pana la 4,67 % g Si. Pentru un continut mai
ridicat de siliciu, acesta se regaseste si ca SiO, amorf.
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Fig. 2.9. Imagini AFM ale Si-HAP cu 4,67% Si, calcinati la 650°C; aria
scanatd: 2 um X 2 um; imagine: a) topografica, b) de faza, c) 3D a
topografiei, d) sectiune transversald de-a lungul sigetii din fig. a; Diametru
mediu al nanoparticulelor: 72 + 9 nm; RMS pe surafete: 37,7 nm, RMS pe
profilul transversal: 9,12 nm.
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M5 (HAP_Si9.34%)
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Fig. 2.13. Reprezentare grafica a testului de viabilitate Alamar blue pentru
osteoblaste cultivate pe nanostructuri Si-HAP drept scafolduri: HAP pura
(1), Si(0,47%)-HAP (2), Si(2,34%)-HAP (3), Si(4,67 %)-HAP (4) si
Si(9,34%)-HAP (5). Nanostructura HAP la 24h a fost considerata drept
control (CTRL) pentru 1, 3, 5 si 7 zile de cultura a osteoblastelor pe
scafolduri.

Aceste biomateriale Si-HAP sunt cercetate in privinta influentei lor
asupra adeziunii §i proliferarii celulelor (Fig. 2.13), ca si a expresiei

15



proteinei celulare (Fig. 2.16), in culturi de osteoblaste umane in vederea
potentialei lor utilizari in repararea si regenerarea osoasa.

HAP pure HAPSiO2 1 %

HAP SiO2 10%

Fig. 2.16. Colorarea imunocitochimica a osteoblastelor: colagen-1, verde cu
FITC, osteocalcina, rosu cu Texas red si nucleii celulari, albastru cu DAPI.
Imagini dupa 7 zile pe scafolduri, din HAP pura si trei biomateriale Si-
HAP, cu continut de Si de 0,47% (HAP SiO, 1%), 2,34% (HAP SiO, 5%)
si 4,67 % (HAP SiO, 10%).

HAP SiO2 5%

Scafoldurile din nanostructuri Si-HAP au marit mai bine
activitatea osteoblastelor decat HAP pura (Fig. 2.13) dupa o zi. Ele prezinta
0 comportare mai bund a osteoblastelor decat controlul (nano HAP pura).
Scafoldurile din HAP-Si(0,47%) si HAP-Si(2,34%) se pare ca detin cea mai
buna activitate dintre cele patru nanomateriale Si-HAP imbogdtite in Si,
pentru proliferarea osteoblastelor (Fig. 2.13).

Adeziunea mai ridicata a osteoblastelor pe Si(0,47wt%)-HAP
concorda cu studiile noastre anterioare unde am demonstrat o adeziune mai
ridicata la interval de timp mai scurt (pana la 3 zile), fata de HAP pura [7],
ca si cu rezultatele comunicate pentru HAP cu Si 0,8 [18], care indicau o
activitate metabolica mai intensa a osteoblastelor pe aceste scafolduri de Si-
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HAP. La concentratii mai ridicate de Si in HAP, cum este cazul Si(2,34%)-
HAP, la timpi mai indelungati (dupa 5 zile), efectul stimulator al Si este mai
ridicat fata de celelalte structuri investigate (Fig. 2.13).

Efectul dependent de doza al biomaterialelor asupra celulelor
0soase s-a observat si la alte elemente in urme. Desigur, existd o
concentratie optima de siliciu pentru stimularea adeziunii, proliferarii si
diferentierii osteoblastelor. Prin urmare, ambele biomateriale: HAP-
Si(2,34%) si HAP-Si(0,47%) pot fi utilizate pentru a stimula celulele
osteoblaste Tn procesul de formare a osului nou.

Analiza imaginilor din Fig. 2.16 indicd o organizare avansatd a
colagenului de tip 1 (colagen-1) si a osteocalcinei Tn jurul multor nuclei
celulari, ardtand un stadiu avansat de proliferare celulara, indusa in special
de scafoldul Si(2,34%)-HAP (notat: HAP SiO, 5%), Tn comparatie cu toate
celelalte scafolduri de Si-HAP si de HAP pura. Aceste date sunt Tn deplin
acord cu activitatea fosfatazei alcaline si cu productia de osteopontina si
osteonectina, care sunt cel mai bine evidentiate in osteoblaste pe scafoldul
Si(2,34%)-HAP. Aceste rezultate au aratat ca Si-HAP cu 2,34% Si a marit
semnificativ proliferarea, ca si expresia proteinei precum osteocalcina,
osteopontina, osteonectina, colagenul-1 si fosfataza alcalina (ALP) specifice
osteoblastelor.

Aceste rezultate sugereaza ca biomaterialele Si-HAP joaca un rol
important Tn reglarea proliferarii si diferentierii osteogenice a osteoblastelor
la osteocite, ca si in formarea osului.

Cu sigurantd, continutul de siliciu din reteaua HAP poate fi corelat
cu efectul sdu asupra structurii chimice, compozitiei si proprietatilor, ca si
asupra morfologiei si rugozitatii superficiale a acestor biomateriale
(bioceramici). Aceste nanobiomateriale sunt folosite curent in laboratoarele
noastre pentru a fabrica scafolduri utilizate in culturi de osteoblaste, spre a
le evalua performanta in vitro, ca prim pas pentru viitoare studii in vivo.

3. NANOSTRUCTURI DIN HIDROXIAPATITE DOPATE CU Zn

Capitolul 3 prezintd sinteza de noi nano-hidroxiapatite (HAP)
poroase, substituite cu diferite cantitati de Zn (HAP-Zn) de la 0.2 la 10% g,
in prezenta unui surfactant, L-asparagina, pentru a controla distributia
dimensiunilor porilor §i morfologia nanopulberilor obtinute, utilizind un
procedeu de co-precipitare. Astfel s-a dezvoltat o noud abordare pentru
prepararea de nanopulberi de HAP-Zn cu nucleatie si capacitate de
cristalizare Tmbunatatitd. [C. Garbo, M. Sindilaru, A. Carlea, Gh. Tomoaia,
V. Almasan, |. Petean, A. Mocanu, O. Horovitz, M. Tomoaia-Cotisel,
Synthesis and structural characterization of novel porous zinc substituted
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nanohydroxyapatite powders, Particulate Science and Technology,
DOI:10.1080/02726351.2015.1121180].

Masuratorile XRD (Fig. 3.1) au indicat HAP drept unica faza
prezentd si au evidentiat natura nanostructurata a HAP obtinute (Fig. 3.6).
Spectrele FTIR au confirmat de asemenea prezenta structurii de HAP.
Imaginile TEM, SEM si AFM au aratat morfologia nanostructurilor HAP-
Zn. Analiza BET a permis caracterizarea suprafetei specifice si porozitatii
probelor. Noile nanopulberi sunt proiectate pentru a fi folosite in chirurgia
ortopedica, in special pentru tratamentul osteoporozei si ca substitute de os,
si in stomatologie pentru remineralizarea smaltului
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Fig. 3.1. Spectre XRD pentru proba de HAP-0,2%Zn necalcinata (a) si

calcinata (b) si ale probei de HAP-10%Zn necalcinati (c) si calcinata (d),
comparate cu PDF 74-0566 pentru hidroxiapatita stoichiometrica

Observam o tendintd generald de scadere a dimensiunii medii a
cristalitelor cu cresterea continutului de Zn care inlocuieste Ca. O tendinta
similard se manifesta §i pentru gradul de cristalinitate al nano pulberilor
HAP-Zn.

Tn general, nanopulberile de HAP-Zn sunt compuse din
nanoparticule sferice, quasi-sferice sau elipsoidale, cu dimensiuni intre 34

nm si 47 nm (Fig. 3.6). Nu se observa schimbari semnificative Tn structura
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si morfologia straturilor subtiri de pulberi de HAP-Zn, calcinate sau
necalcinate in bund concordantd cu imaginile TEM. Aceste rezultate sunt in
acord cu datele obtinute pentru dimensiunea cristalitelor din spectre XRD.
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Fig. 3.6. Imagini AFM pentru nanoparticule de HAP-10 % Zn, adsorbite pe
sticla, din dispersii apoase: a) topografie 2D; b) imagine de faze; c) imagine
de amplitudine; d) topografie3D; e) profil al sectiunii transversale; arie
scanata 1000 nm x 1000 nm.

4. NANOSTRUCTURI DIN HIDROXIAPATITE DOPATE CU Sr

S-au preparat noi hidroxiapatite substituite cu strontiu, HAP-Sr, cu

grad ridicat de cristalinitate, printr-un procedeu nou de sintezd chimica
umeda asistata de substante sablon (templates) (etilendiamina si o-
toluidind), pornind de la azotati de calciu si de strontiu si fosfat acid de
diamoniu in raport stoichiometric, procesati in mediu bazic (amoniac).
[P.T. Frangopol, A. Mocanu, V. Almasan, C. Garbo, R. Balint, G. Borodi,
I. Bratu, O. Horovitz and M. Tomoaia-Cotisel, Synthesis and structural
characterization of strontium substituted hydroxyapatites, Rev. Roum.
Chim., 61(4-5), 339-346 (2016)].

Hidroxiapatitele  sintetizate  corespund  formulei  Cayo.
xSI(PO4)s(OH),, unde x = 0 (hidroxiapatitd pura, HAP), 0,59; 1,21 si 1,87
(HAP-Sr), precum si 10, corespunzand la substituirea totald a calciului cu
strontiu (StTHAP). Ele au fost caracterizate prin XRD (Fig. 4.1), FTIR si
spectroscopie Raman (Fig. 4.2), precum si TEM si AFM

S-au gasit corelatii strAnse intre continutul de Sr, dimensiunea
cristalelor si cristalinitate pentru nanopulberile obtinute. Aceste

19



nanomateriale au demonstrat o morfologie controlatd si pot fi utilizate in
ortopedie ca substitute pentru remodelare 0soasa, precum si in stomatologie
ca agenti de desensibilizare si pentru remineralizarea smaltului.
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Fig. 4.1. Spectru XRD pentru nanopulberea de SfTHAP, comparat cu PDF
pentru Sr1o(PO4)s(OH),

14+
24 4 | b
|
2.2 124
20 3
3 18 : 1.0+
o =
g % £ 0s
g 4 g o
£ 1.2+ HAP_15% Sr § 06
104 £
2
< & SrHAP
08 0.4 .
056 HAP_10% Sr HAP15% St
[ HAP 10% St
04 024 HAP 5% St
02 HAP
00 - - : - ‘ - 0.0 ; : : . .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1200 1000 600 800 400

Wavenumber, cm’’ Wavenumber, cm’'

Fig. 4.2. Spectre normalizate FTIR (a) si Raman (b) ale HAP si HAP
substituite cu Sr

Metodologia chimica umeda mediatd cu substante-sablon, descrisa
in acest capitol duce la produsi bine cristalizati, cu nanostructurd si
morfologie controlatd. Aceste noi nanomateriale HAP-Sr au aplicatii
potentiale in ingineria biomedicala, Tn special Tn domeniul ortopedic,
stomatologic si maxilofacial.

5. NANOSTRUCTURI DIN HIDROXIAPATITA DOPATA CU Ag,
AU, Zn si NANOPARTICULE DE ARGINT

S-a preparat in premiera nanohidroxiapatita dopata cu Ag (0.25 %
g), Au (0.025 %) si Zn (0.2 %), (HAP-Ag-Au-Zn), printr-un procedeu
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inovativ pe cale umeda, cuplat cu un proces de reducere pentru argint si aur:
[A. Mocanu, G. Furtos, S. Rapuntean, O. Horovitz, C. Flore, C. Garbo, A.
Danisteanu, Gh. Rapuntean, C. Prejmerean, M. Tomoaia-Cotisel, Synthesis;
characterization and antimicrobial effects of composites based on multi-
substituted hydroxyapatite and silver nanoparticles, Applied Surface
Science, 298, 225-235 (2014)]. Produsul sintetizat, nanoHAP
multisubstituit, a fost uscat prin liofilizare si s-a calcinat la 650°C.
NanoHAP a fost caracterizatd prin difractie de raze X, spectroscopie FTIR
si tehnici imagistice: TEM, SEM si AFM.

Absorbance, a.u

300 400 500 800 700 800
Wavelength, nm

a. b.

4 8 12 16 20 24
diameter, nm

C.
Fig. 5.1. Caracterizarea AgNP: (a) spectru UV-Vis; (b) imagine TEM; bara
din imagine: 100 nm; (c) histograma distributiei dimensiunilor AgNP.

Nano HAP-Ag-Au-Zn s-a amestecat cu nanoparticule de argint
(AgNP), sintetizate Tn prealabil in concentratic de 9 %g, obtinidnd un nou
material: HAP-Ag-Au-Zn cu AgNP, notat HAP-Ag. AgNP s-au preparat
prin reducerea azotatului de argint cu glucoza in mediu alcalin. Analizele
TEM si UV-Vis au confirmat formarea de AgNP cu diametrul mediu de 12
nm (Fig. 5.1): [A. Mocanu, R.D. Pasca, G. Tomoaia, C. Garbo, P.T.
Frangopol, O. Horovitz, M. Tomoaia-Cotisel, New procedure to synthesize
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silver nanoparticles and their interaction with local anesthetics, Int. J
Nanomedicine, 8 (2013) 3867-3874]. Prezenta AgNP a fost demonstrata si
de spectrele XRD (Fig. 5.9).
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Fig. 5.9. Spectre XRD pentru HAP i HAP cu 9% AgNP (picurile
caracteristice pentru HAP sunt marcate cu *)

Tn continuare, s-au obtinut compozite cu matrice organicd, avand
ca umpluturd HAP si/sau HAP-Ag (Fig. 5.9), dintr-un amestec de monomeri
(bis-GMA, 60% si TEGDMA, 40%), care au fost polimerizati pentru
diferite concentratii de AgNP, pand la 5.4 %. Noul material HAP-Ag
contine AgNP adsorbite omogen pe suprafata particulelor de nano-HAP,
triplu substituita cu Ag, Au, Zn. Aceste compozite sunt cercetate amanuntit
in privinta structurii lor si a proprietatilor antimicrobiene.

S-au cercetat activitatile antibacteriene ale acestor compozite fata
de diferite specii patogene: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp., Bacillus cereus si Candida albicans, folosind metoda
difuziei pe disc Kirby—Bauer. Activitatile antibacteriene sunt intensificate
cu cresterea continutul de argint din compozite (Fig. 5.10, Tab. 3.5).

Efectul inhibitor s-a observat pentru toate cele 5 specii microbiene
testate. Diametrul zonei de inhibitie a crescut odata cu cresterea continutului
de AgNP al probelor. Cel mai bun efect a fost atins pentru cele mai ridicate
concentratii In AgNP, 4.5% si 5.4 %. Nu au existat diferente semnificative
intre citirile dupa 24 si 48 ore de incubatie. Datele aratd un efect
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antimicrobian semnificativ al eliberdrii lente de ioni Ag® in vitro fati de
cinci specii patogene.

3

Ag', mg/dm

Imersion time, days

Fig. 5.10. Eliberarea argintului in timp din compozitele cu matrice organica

Tab. 5.3. Continutul in argint al probelor-disc si diametrul zonelor de
inhibitie la 48 h

Continut in AgNP (% g) si diametrul zonelor
Tulpini testate de inhibitie (mm)

2 25| 3 36 | 45|54 |0

Escherichia coli 10 12 | 12 12 14 | 15 | 0
Staphylococcus aureus 11 12 | 13 13 15| 16 | O
Staphylococcus spp. 0 8 10 10 12 1 14 | 0
Bacillus cereus 0 10 | 11 11 12 1 14 | 0
Candida albicans 10 11 | 12 12 15 |1 15 | 0

Aceste efecte releva clar faptul ca AgNP pot fi utilizate eficient Tn
combinatie cu HAP multi-substituite si matrice polimericd, ambele cu rol
de purtatori, pentru a imbunitati eficacitatea lor contra diferitelor specii
patogene. Aceste compozite pot fi considerate ca fiind un material
antimicrobian promitator pentru acoperirea implanturilor ortopedice si
stomatologice sau pentru cimenturi osoase in aplicatii chirurgicale

Viteza de eliberare a ionilor de argint din aceste compozite n fluid
corporal simulat este mare in prima zi, descreste apoi si devine practic
constanta dupa 7 zile. Testele de eficientd antibacteriana ale compozitelor
continind AgNP efectuate pe cinci specii patogene diferite, au aratat un
efect inhibitor clar pentru toate speciile microbiene testate.
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Acest efect antimicrobian creste cu cresterea continutului de AgNP
din compozite. Mai mult, mediul a rdmas steril chiar si dupa indepartarea
discurilor de compozit continand argint, ceea ce sugereazd ca efectul
antimicrobian al compusilor realizati este de natura bactericida.

Prin urmare, aceste compozite au o activitate puternicid asupra
celor 5 tulpini bacteriene. Pe de altd parte, HAP multisubstituitd cu Zn
(0.200%), Ag (0.250%) si Au (0.025 %), dar fard nanoparticule de argint,
nu a prezentat nici un efect antibacterian la aceste concentratii. Rezultatele
sugereaza faptul ca aceste compozite obtinute ar trebui considerate
materiale antibacteriene si ar putea fi folosite in implanturi pentru aplicatii
stomatologice si in chirurgia ortopedici. Ionii de Ag " eliberati au reactionat
cu cei cinci patogeni inactivandu-le metabolismul, inhibandu-le cresterea si
in final determindnd activitatea bacteriand a acestor compozite cu HAP si
AgNP.

Sunt planificate experimente viitoare pentru evaluarea in vivo a
acestor nanocompozite HAP/ AgNP / matrice organica ca potentiali agenti
pentru acoperirea implanturilor in scopul evitarii sau controlarii infectiilor
bacteriene in chirurgia ortopedica si stomatologica.

Recent am demonstrat c¢d discurile formate din nanoparticule de
HAP, continand nitroxolina (5-nitro, 8-hidroxichinolina, NHQ) si ioni Ag*
au condus la o activitate antimicrobiand sporitd asupra culturilor de
Staphylococcus aureus fata de activitatea compusului NHQ: [A. Danistean,
M. Gorea, A. Avram, S. Rapuntean, Gh. Tomoaia, A. Mocanu, C. Garbo,
O. Horovitz, M. Tomoaia-Cotisel, Antimicrobial activity of ceramic disks
loaded with silver ions and nitroxoline, Studia Univ. Babes-Bolyai, Chemia,
61 (3), Tom I, (2016) 275-283].

Tn  cadrul cercetdrilor interdisciplinare recente, privind
sensibilitatea in vitro a unor micro-organisme la nanostructuri multi-
functionale pe baza de hidroxiapatita: HAP, hidroxichinolind: HQ sau nitro-
hidroxichinolind: NHQ, in prezenta ionilor de Zn*", am evidentiat faptul ca
aceste nanostructuri au efecte biologice, antimicrobiene, remarcabile asupra
urmatoarelor tulpini: Escherichia, Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus,
Candida si Prototheaca: [S. Rapuntean, A. Pop, V. Miclaus, C. Garbo, F.
Chirila, Gh. Rapuntean, N. Fit, H. Farcau, M. Tomoaia-Cotisel, “Research
concerning in vitro sensitivity of some microorganisms at hydroxyquinoline
and cupric derivatives, deposited onto hydroxyapatite”, Bulletin UASVM,
Veterinary Medicine 72(2)/2016; pISSN 1843-5270; elSSN 1843-5378.]
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6. NANOSTRUCTURI DIN HIDROXIAPATITE DOPATE CU Mg,
Zn, Sr, Si

S-au preparat nanopulberi sintetice de hidroxiapatite multi-
substituite continand Mg, Zn, Sr si Si in reteaua hidroxiapatitei (HAP),
printr-o metoda chimica umeda. Parametrii procesului sunt stabiliti pentru a
permite substituirea simultand cu acesti ioni in locul calciului, ca si al
grupelor fosfat si OH". Cele 4 noi hidroxiapatite sintetizate in premiera, au
fost: HAP complex (HAPc): HAP-1,5%Mg-0,2%2Zn-0,2%Si; HAPc cu
5%Sr, (HAPc_5%Sr); si HAPc cu 10%Sr, (HAPc_10%Sr), alaturi de HAP
purd, obtinuta in aceleasi conditii (Tab. 6.1).

Tab. 6. 1. Compozitia hidroxiapatitelor preparate

Nr* | Proba Compozitie ( % Q) Formula teoretica
Ca | Mg | Zn | Sr P Si

12 HAP (3889 0 0 | 0 [1850| O | Cay (POg)s(OH),

34 HAPc [3771] 15 | 02 | 0 |1847] 02 | Cag3sMGos1ZN0,03(POu)s o3

(Si04)o,07(OH) 1,65

5,6 HAPc_[3434| 15 0,2 5 17,97 | 0,2 | Cag76Mdo3ZN0,03STr0 58

78 [HAPc_[30,98| 1,5 | 02 | 10 [17,46| 0,2 | Cag1,MGoe5ZN00sST1 20

* Probele Nr. 1, 3, 5, 7 sunt necalcinate, iar probele Nr. 2, 4, 6, 8 sunt
probe calcinate (300°C, 1h)

Structura chimica si caracterizarea morfologica a pulberilor
preparate s-a realizat prin XRD (Fig. 6.2), spectroscopie FTIR si Raman
(Fig. 6.3 si 6.4), TEM, HR-TEM, SEM (Fig. 6.11) si AFM, precum si
masurdtori BET (Fig. 6.23 si Tab. 6.6). Rezultatele aratd ca substituirea
ionilor in reteaua HAP produce o schimbare distincta in forma si
dimensiunile nanoparticulelor sau Tn gradul de cristalizare al produselor:
precipitate sau pulberi liofilizate, necalcinate sau calcinate.

Gradul de eliberare a ionilor din aceste nanopulberi a fost
determinat in apa purd si in lichid corporal simulat. HAP multi-substituita
(msHAP) cu continutul cel mai ridicat de Sr a prezentat cea mai mare
solubilitate, cu o viteza mai ridicata de eliberare a ionilor fatd de pulberea
de HAP purd, ceea ce se coreleaza cu activitatea lor biologica marita.

HAP multi-substituite preparate prezintad avantajul de a mosteni
efectul in vivo al elementelor substituente, dar si structura si proprietatile
HAP pure. Si ele sunt biocompatibile, netoxice, osteoconductive, ne-
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imunogenetice, ne-inflamatoare si bioactive, avand capacitatea de a se
integra in tesutul viu. Astfel, aceste biomateriale prezintd similitudini
chimice si structurale cu mineralele osului, fiind candidati promitatori
pentru substitute de os, ca si pentru vindecarea si remodelarea osului

osteoporotic.
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Spectrele FTIR sunt comparate in Fig. 6.3a pentru probele
necalcinate si in Fig. 6.3b pentru cele calcinate. Toate spectrele sunt
normalizate la 1 pentru cel mai Inalt maxim de absorbtie.
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Spectrele sunt asemandtoare, prezentand toate picurile de absorbtie
pentru gruparea PO, din hidroxiapatite: vibratia de valentd asimetricd vj
(cea mai intensa banda, dublet), de valenta simetrica v, (de joasa intensitate,
fiind interzisd in IR) si cele doud moduri de deformare: asimetrica v,
(dublet) si simetrica v;. Picul caracteristic gruparilor OH structurale din
HAP este si el prezent la 3430-3440 cm™, in timp ce picul de libratie de la
cca 630 cm™ este vizibil doar ca un umir in majoritatea probelor.

Vibratiile caracteristice ale gruparii PO, apar n toate spectrele
Raman (Fig. 6.4). Cea mai intensa este vibratia de valentd simetrica vy, de
la 960-962 cm™, interzisa in IR
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Fig. 6. 4. Spectre Raman ale probelor (a) necalcinate(1, 3, 5, 7); (b)
calcinate (2, 4, 6, 8); spectrele sunt normalizate

Imaginile TEM ofera detalii asupra morfologiei particulelor. Tn
imaginile TEM apar in general particule alungite, cu lungimea de 40-50 nm
si diametre de 20-30 nm. Aceste particule alungite constau din siruri
unidimensionale de domenii cu simetrie in general sferica.
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c. — d.
Fig. 6. 11. Imagini SEM pentru proba HAP necalcinata 1 (a, b) si cea
calcinata 2 (c, d); barele sunt de 5 um (a, c), respectiv 1 um (b, d).

Cateva imagini SEM sunt exemplificate in Fig. 6. 11. Imaginile
SEM aratd ca probele contin blocuri foarte poroase de particule, de
dimensiuni micrometrice. La mariri mai mari se pot observa si
nanoparticulele componente.

Tn cazul rezultatelor analizei BET, suprafati specificd, volum specific
al porilor si raza cea mai probabila a porilor, sunt prezentate Tn Tab. 6. 6.

Tn Fig. 6. 22. este redata atat izoterma reprezentativa de adsorbtie-desorbtie
cét i distributia dimensiunii porilor pentru proba de HAP calcinata.

Toate probele prezinta o suprafatd specificd mare, datoritd atat
gradului ridicat de dispersie al pulberilor, cat si porozitatii lor. Prin
calcinare, suprafata specificdi se micgoreazd ca urmare a sinterizarii
nanoparticulelor, in timp ce volumul specific al porilor este in mare
neschimbat. Pulberile HAP nesubstituite, atat calcinate, cat si necalcinate,
prezintd o distributie mai ingustd a dimensiunilor porilor (diametru cca 8
nm), decét cele substituite, unde majoritatea porilor prezintd diametre intre
10 si 25 nm.

Tab. 6.6. Caracteristici deduse din analiza BET a probelor de HAP

Proba Suprafata Volum specific al Raza cea mai
specificd, m?/g porilor, cm®/g probabila, nm
necalc. calc. necalc. calc. necalc. calc.
HAP 95,6 86,3 0,358 0,344 7,7 7,7
HAPc 135,1 107,4 0,376 0,383 11,3 9,5;14,5
HAPc_5%Sr 106,1 99,9 0,229 0,237 20,2 14,5
HAPc_10%Sr | 125,8 1144 0,333 0,302 13,3 14,5
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Fig. 6.22. Izoterme de adsorbtie-desorbtie (a) si distributii ale dimensiunilor
porilor (b) pentru proba 2 (HAP calcinata).

S-a cercetat efectul elementelor substituente Sr, Mg, Zn si Si
asupra structurii si morfologiei HAP, folosind diferite tehnici de
investigare: XRD, spectroscopie FTIR si Raman, imagistica TEM, SEM si
AFM, masuratori de potential zeta si BET, precum si studiul solubilitatii in
diverse medii apoase: apa ultrapura si SBF. Hidroxiapatitele substituite
elibereazd in cantitate mai mare Ca si P decat HAP purd, deci prezenta
elementelor substituente mareste solubilitatea hidroxiapatitei. Cantitatea de
P eliberata este mai ridicata decidt cea care ar corespunde raportului
stoichiometric P/Ca, deci are loc o dizolvare incongruenta. Cantitatile de
Mg si Sr eliberate sunt de asemenea mai mari decat cele care ar corespunde
continutului lor in proba solida; magneziul pare a fi eliberat cel mai usor.
Valoarea pH-ul mediului a prezentat unele mici variatii, intre 6 si 7.

7. BIOCOMPATIBILITATE. Nanostructuri, hidroxiapatite dopate cu
Mg, Zn, Sr, Si in culturi de celule osteoblaste

S-a determinat raspunsul celular al osteoblastelor in vitro la
nanostructuri din HAP dopate cu Mg (1,5 %), Zn (0,2 %), Sr (5 % si 10%)
si Si (0,2%), auto-asamblate in 4 scafolduri poroase realizate din HAP
stoichiometric, HAP-Mg-Zn-Si (notat HAP complex: HAPc), HAPc-5%Sr
si HAPc-10% Sr, in mediul de cultura, timp de 1, 3, 7, 21, 28 de zile.
Testele de viabilitate, incluzdnd adeziunea si proliferarea, MTT, Alamar
blue si diacetatul de fluoresceina, ca si expresia proteinei celulare pentru
markerii osteoblastelor: colagen-1, fosfataza alcalina, osteopontina,
osteocalcina si osteonectina din teste celulare adecvate, au demonstrat
beneficiile la momente timpurii (<1 sdptdmand) pentru formarea osului
aduse de incorporarea Mg, Zn si Si in reteaua hidroxiapatitelor poroase
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(HAP-Mg-Zn-Si), ca si pentru HAP-Mg-Zn-Si-Sr, n cazul ambelor nivele
de Sr (5% si10%), fatd de HAP stoichiometrica. Nanostructurile cu 5 sau 10
%g Sr au sprijinit semnificativ o crestere a raspunsului celular in comparatie
cu toate celelalte grupe de HAP si HAPc la toate momentele de timp, dupa
cum arata analiza statisticd (P<0,05). Aceste rezultate evidentiaza raspunsul
celular la nivelele de Sr si sugereaza ca se ajunge la un efect optim cu HAP
substituit cu 1,5%Mg, 0,2%Zn, 0,2%Si si 10%Sr, prin efectul tuturor
elementelor folosite Tn doparea HAP, asupra activitatii osteoblastelor, in
special la timpi mai indelungati (> 1 saptdmana). Fara indoiald, pe langa
compozitia chimica a acestor biomateriale, un rol important il joaca
structura si proprietatile superficiale, precum rugozitatea suprafetei
scafoldurilor asupra interactiunii biomaterialelor si celulelor la interfata
scafoldurilor cu mediul de cultura. Fiind recunoscut rolul Sr in procesul de
resorbtie a celulelor osoase asa cum sunt osteoclastele, se poate avea in
vedere un alt beneficiu: descresterea proceselor de resorbtie osoasi. In
consecintd, sugeram o potentiald aplicare a acestor biomateriale n
tratamentul osteoporozei, cand s-ar putea atinge un echilibru favorabil Tntre
formarea si resorbtia osului.

momente de timp, folosind scafoldurile din HAP: Cajq(PO,)s(OH), utilizat
drept control; SrHAP: Srio(PO4)s(OH),; HC: HAPcomplex [HAP-
Mg(1,5%g)-Zn(0,2%g)-Si(0,2%g)]; HC-0,5%g Sr, HC-1,5%g Sr, HC-5%
g Sr, HC-10% g Sr; HAP-5%g Sr; HAP-10%g Sr, dezvoltate Tn aceasta
cercetare stiintifica si tehnologica si testate in culturile celulare.

Testele de viabilitate Alamar Blue au fost realizate pentru a studia
adeziunea celulelor (in primele ore dupd insaméntare) si proliferarea
celulelor la diferite momente de timp, folosind drept control celulele
crescute pe suprafete de nano HAP pur (Fig. 7.4). Dupa 1,5h de la
insamantarea celulelor pe suprafata scafoldurilor, se observa ca HAPc: HC
(HAP-Mg-Zn-Si) dopate cu 5% Sr si 10% Sr au fost cele mai favorabile
scafolduri pentru adeziunea maritd a celulelor, dupd cum a aratat si
colorarea cu FDA (diacetatul de fluoresceind). Aceasta situatie se regaseste
si la alti timpi de pani la 12 zile. Tn continuare am studiat
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biocompatibilitatea si capacitatea osteoinductivd a diferitor scafolduri
realizate din HAP cu diferite concentratii de Mg, Zn, Sr, Si asupra
comportarii osteoblastelor in privinta diferentierii finale la osteocite.

(a)
Fig. 7.5. Imuno-colorarea osteoblastelor: pentru colagen, in verde cu
FITC, osteocalcina, rosu cu Texas red, nucleele celulare, in albastru,
colorate cu DAPI. Imaginile au fost luate dupa 7 zile de cultivare a
osteoblastelor pe scafolduri, realizate din HAP pur (a) si HAPcomplex: HC
(b): HAP-Mg(1,5%)-2n(0,2%)-Si(0,2%)-Sr(1,5%).

(b)
Fig. 7. 6. Imuno-colorarea osteoblastelor: pentru colagen, Tn verde cu
FITC, osteocalcina, rosu cu Texas red, nucleele celulare, albastru, colorate
cu DAPI. Imaginile au fost luate dupa 7 zile de cultivare a osteoblastelor pe
scafolduri, realizate (a) din HAP-Mg(1,5%)-Zn(0,2%)-Si(0,2%)-Sr(5%) si
(b) din HAP-Mg(1,5%)-2Zn(0,2%)-Si(0,2%)-Sr(10%).

Initierea procesului de mineralizare dupa 7 zile de cultivare s-a
studiat prin colorarea imunocitochimica pentru exprimarea proteinei osoase
precum osteocalcina §i osteopontina §i pentru sinteza de novo a colagenului.
Toate aceste proteine sunt secretate de osteoblaste si sunt componente ale
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matricii osoase extracelulare. Osteocalcina se evidentiaza in culoare rosie
(Texas red), colagen-1A in verde (FITC) si nucleele celulare, in albastru
(DAPI).

In urma interactiunii dintre HAP si osteoblaste s-a dezvoltat o
matrice (Fig.7.5.a) continand colagen (verde) care poate fi observat atat ca
fibrile cat si ca aglutinate globulare, si osteocalcina (rosu). Din contra,
scafoldurile de HC cu 1,5% Sr (Fig. 7.5.b) prezinta o matrice mai putin
organizata, dar sustine proliferarea (densitate mare de nuclee celulare,
colorate in albastru).

Scafoldurile  HAP-Mg(1,5%)-Zn(0,2%)-Si(0,2%)-Sr(5%)  au
sustinut chiar si dupd 7 zile proliferarea celulelor (Fig. 7.6.a), cu dezvoltarea
unei matrici osoase cu cristale mai definite si fibrile de colagen. Un aspect
asemanator s-a observat pentru scafolduri de HC-10% Sr [HAP-Mg(1,5%)-
Zn(0,2%)-Si(0,2%)-Sr(10%), imagini date in Fig. 7. 6.b, unde se observa o
organizare sporita Tn fibre de colagen. S-a observat de asemenea o
exprimare puternica pentru osteocalcina si colagen 1A.

(a) (b)

Fig. 7. 7. Imuno-colorarea osteoblastelor: pentru colagen, in verde cu
FITC, osteocalcina, rosu cu Texas red, nucleele celulare, albastru, colorate
cu DAPI. Imaginile au fost luate dupa 7 zile de cultivare a osteoblastelor pe

scafolduri, realizate (a) din HAP-Sr(5%) si (b) din HAP-Sr(10%).

Scafoldurile din HAP cu 5% Sr si HAP-10% Sr s-au dovedit a fi
favorabile pentru proliferarea celulelor. S-a observat o exprimare mai
puternica pentru osteocalcind pe scafold de HAP-5% Sr (Fig. 7.7.a) si o
organizare mai avansati a fibrelor colagen 1A, pe suport de HAP-10% Sr
(Fig. 7. 7.b).

Rezultatele obtinute  demonstreazd rolul stimulator al
biomaterialelor dezvoltate pe baza de hidroxiapatite dopate (multi-
substituite) cu Mg, Zn, Sr, Si (HAP-Mg-Zn-Sr-Si) asupra viabilitatii,
proliferarii i diferentierii celulare in mediu de cultura.
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Aceastd noud generatie de materiale bioactive, HAP-Mg-Zn-Sr-Si,
sunt intens cercetate in privinta inducerii unei osteointegrari rapide cu osul
gazda, prin promovarea proliferdrii si diferentierii celulelor, ca si prin
activarea cailor specifice de semnalizare celulara si imbundtatire a expresiei
genelor. Tncorporarea anumitor elemente precum strontiu, zinc, magneziu si
siliciu in grefele osoase prezintd un deosebit interes, datoritd rolului lor de
cofactori in procesele metabolice ale osului si cartilajelor si de asemenea
pentru produsii de dizolvare ionici, care pot stimula proliferarea celulelor si
producerea de factori de crestere si de matrice extracelulara.

Rezultatele obtinute sugereaza ca aceste biomateriale, HAP-Mg-
Zn-Sr-Si, detin potentiale aplicatii in repararea defectelor osoase si in
tratarea fracturilor de os osteoporotic.

8. NANOSTRUCTURI: HIDROXIAPATITA, AgNP TN MATRICE
POLIMERICA. Nou cement de oase de interes biomedical

Desi ingineria de inlocuire totald a articulatiilor a devenit obignuita
in ultimii ani, problemele din cauza infectiei bacteriene raiman o complicatie
semnificativa in urma acestui procedeu. Obiectivul acestui studiu a fost de a
obtine o serie de cementuri de oase (Tabel 8.1) cu auto-intarire pe baza de
hidroxiapatita (HAP) cu nanoparticule de argint (AgNP), notat HAP-Ag
(caracterizat prin XRD, Fig. 8.3), si ZrO,, incorporate intr-o matrice
polimerica pe bazd de 2,2-bis[4-(2-hidroxi-3-metacriloil-oxi-propoxi)-
fenil]propan/dimetacrilat de trietilenglicol. [G. Furtos, M. Tomoaia-Cotisel,
C. Garbo, M. Senila, N. Jumate, 1. Vida-Simiti, C. Prejmerean, New
composite bone cement based on hydroxyapatite and nanosilver, Particulate
Science and Technology, 31 (4), 392-398 (2013)]. Interactiunea dintre
pulberea anorganicd si apd depinde de tipul, continutul si dimensiunea
umpluturii, ca si de caracteristicile matricii polimerice: polaritate (hidrofila
sau hidrofoba) si grad de conversie.

Noile biomateriale nanostructurate de tip compozit obtinute au fost
testate pentru eliberarea ionilor de Ag®, care a crescut in timp si a depins de
continutul de argint din cement. Cea mai ridicata eliberare de argint s-a
Tnregistrat la cementul cu 1,26 %g argint.

Aceste biomateriale nanostructurate au fost testate si pentru
proprietatile mecanice: rezistenta la compresie (CS) si modulul de
compresie (CM), precum si pentru radioopacitate.

Rezistenta la compresie (CS) s-a determinat intr-o masgina
universald de testare (Lloyd LR5Kplus, UK) la o viteza de incarcare de 0,75
mm/min pana la rupere. Curbele de deflectie a sarcinii au fost Tnregistrate
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cu ajutorul software-ului specific instalatiei (Nexygen; Lloyd Instruments).
Valoarea CS Tn MPa s-a calculat cu urmatoarea ecuatie 3:

cs = (3)

n-re
unde F este sarcina aplicatd (N), iar r este raza probei cilindrice, masurata
inaintea incercarii (2mm).

Valoarea CM (GPa) s-a determinat din panta portiunii elastice a
curbei solicitare-deformare (do-de).

Rezultatele arata ca CS pentru cementul de oase a fost intre 133,37
si 146,70 MPa, iar CM a fost intre 1,68 si 1,82 GPa (p > 0,05). Cele mai
ridicate valori CS au fost obtinute pentru cementurile C1 si C3 si aceastd
comportare ar putea fi explicatd prin gradul mai ridicat de reticulare in
matricea polimericd. S-a observat o usoara crestere a CM pentru probele cu
raport 1,5/1 pulbere/lichid. Adaugarea de AgNP si ZrO, a marit
radioopacitatea cementului de oase experimental.

Tab. 8.1. Compozitiile cementurilor de oase

Cod Componente (%g) P/L*
cement

CO0 Hap (50%), Monomeri (50%) 1/1

C1l Hap_Ag (50%), Monomeri (50%) 1/1

C2 Hap_Ag (60%), Monomeri (40%) 1,5/1

C3 Hap_Ag (25%), ZrO, (25%), Monomeri (50%) 1/1

C4 Hap_Ag (35%), ZrO, (25%), Monomeri (40%) 1,5/1

*P = pulbere; L = monomeri lichizi
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Se observa o crestere a valorilor radioopacitatii de la 0,38 mm Al
pentru cementul CO la 3,91mm Al pentru cementul C4. Rezultatele aratd o
diferentd mare intre radioopacitatea cementurilor cu pulberi de HAP, HAP-
Ag si cementurile cu pulbere de HAP_Ag si ZrO2.

Pentru marirea duratei de viatd a implanturilor cementate si in
consecintd, ingrijirca pacientului, este vitald imbunatatirea proprietatilor
osului nou la interfata cement-0s.

Adaugarea de AgNP in aceste biomateriale a avut scopul de a
furniza o activitate antimicrobiand. Nanoparticulele de argint prezinta
proprietati antimicrobiene eficiente datoritd suprafetei lor extrem de mari,
care asigurd un contact mai bun cu microorganismele. Folosind AgNP ca
umpluturd in materialele compozite, va creste dispersarea nanoparticulelor
de argint la suprafata cementului de oase si la interfata os-cement.

Cresterea raportului P/L (Tab. 8.1) si adaugarea de pulberi de
AgNP si ZrO, au ajutat la imbunatatirea radioOpacitatii cementurilor in
ordinea urmatoare: 0,38 mmAl (C0) < 0,88 mmAl (C1) < 1,24mmAl (C2) <
3,47TmmAl (C3) < 3,91mmAl (C4).

Rezultatele obtinute propun aceste biomateriale pentru potentiale
aplicatii clinice.

9. CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat prezinta strategiile de dezvoltare a
nanostructurilor/biomaterialelor de interes biologic si biomedical care au
condus la realizarea unor nanostructuri inovative proiectate si realizate
pentru stimularea raspunsurilor celulare specifice la nivel molecular.

Biomaterialele obtinute au fost caracterizate prin metode fizice,
chimice si biologice adecvate: XRD, FTIR si Raman spectroscopies, TEM,
SEM, AFM, masuratori BET si de potential zeta, si prin teste biologice
doveditoare pentru adeziunea, proliferarea si diferentierea osteoblastelor in
vitro.

Rezultatele obtinute aratd ca modificarile Tn compozitia si Structura
hidroxiapatitei pot accelera formarea si remodelarea osului, cu potentiale
aplicatii biologice si biomedicale.

In capitolul 1, s-au preparat sapte serii de nanostructuri
(biomateriale), pe baza de hidroxiapatite, cu proprietati controlate: diverse
grade de cristalinitate si porozitate precum si diferite dimensiuni si forme de
nanoparticule, calcinate sau necalcinate. Aceste caracteristici asigura o buna
activitate biologica, pentru potentiale utilizari biomedicale.
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Obiectivul cercetdrii in capitolul 2 a fost de a cerceta efectele
substituirii cu silicat in reteaua hidroxiapatitei (HAP) asupra proprietitilor
sale chimice si fizice si a raspunsului biologic al osteoblastelor in vitro. S-a
utilizat o metodd chimicd umeda pentru a sintetiza patru pulberi de HAP
substituit cu silicat (Si-HAP), cu 0,47; 2,34; 4,67 si 9,34 %g Si, liofilizate
si calcinate la 650°C, 1h.

Biomaterialele au fost caracterizate fizic si chimic, prin XRD,
spectroscopie FTIR si Raman, ca si prin imagistica TEM, SEM si AFM si
cercetate in privinta influentei asupra adeziunii si proliferdrii celulare si
expresiei proteinei, in culture de osteoblaste umane, folosind teste de
viabilitate, MTT si Alamar blue si colararea imunocitochimica a
osteoblastelor, avand in vedere potentiala lor folosire in repararea si
regenerarea 0s0asa.

Scafoldurile din nanostructuri Si-HAP au o mai buna actiune de
stimulare a osteoblastelor decat HAP pur. Scafoldurile din HAP-Si(0,47%)
si HAP-Si(2,34%) apar ca avand cea mai bund actiune dintre cele patru
nanomateriale Si-HAP, pentru proliferarea osteoblastelor. Aceste rezultate
sugereaza ca biomaterialele Si-HAP joaca un rol important Tn reglarea
proliferarii si diferentierii osteogenice a osteoblastelor la osteocite, ca si in
formarea osului, avand potentiale aplicatii in repararea defectelor osoase.

Tn capitolul 3 s-a realizat sinteza a cinci serii de noi nano-
hidroxiapatite (HAP) poroase, substituite cu diferite cantitati de Zn (HAP-
Zn), de la 0.2 la 10% g in prezenta unui surfactant, L.-asparagina, pentru a
controla distributia dimensiunii porilor si morfologia nanopulberilor
obtinute, folosind un procedeu de co-precipitare. Astfel s-a dezvoltat o noua
abordare pentru prepararea de nanopulberi de HAP-Zn cu nucleatie si
capacitate de cristalizare imbunatatita. Masuratorile XRD au indicat HAP
drept unica fazd prezentd si au evidentiat natura nanostructurati a
biomaterialelor obtinute. Spectrele FTIR au confirmat de asemenea prezenta
structurii de HAP. Imaginile TEM, SEM si AFM au ardtat morfologia
nanostructurilor HAP-Zn. Analiza BET a permis caracterizarea suprafetei
specifice si porozitatii probelor. Noile nanopulberi sunt proiectate pentru a
fi folosite in chirurgia ortopedica, in special pentru tratamentul osteoporozei
si ca substitute de os, dar si in stomatologie pentru remineralizarea
smaltului.

In capitolul 4, se indica prepararea a patru noi hidroxiapatite
substituite cu strontiu, HAP-Sr, cu grad ridicat de cristalinitate, printr-un
procedeu nou de sintezd chimicd umeda, asistatd de substante sablon
(templates) (etilendiamina si o-toluidind). Hidroxiapatitele sintetizate
corespund formulei Cayo.4Sry(PO4)s(OH),, unde x = 0 (hidroxiapatita pura,
HAP), 0,59; 1,21 si 1,87 (HAP-Sr), precum si 10, corespunzand la
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substituirea totald a calciului cu strontiu (SfHAP). Ele au fost caracterizate
prin XRD, FTIR si spectroscopie Raman, precum si TEM si AFM. Aceste
noi nanobiomateriale HAP-Sr prezintd potentiale aplicatii in ingineria
biomedicald, in special In domeniile ortopedic, stomatologic si maxilo-
facial.

In capitolul 5, s-a preparat in premiera, nanohidroxiapatitd dopata
cu Ag (0.25 % g), Au (0.025 %) si Zn (0.2 %), (HAP-Ag-Au-Zn), printr-un
procedeu inovativ pe cale umeda, cuplat cu un process de reducere. Nano
HAP-Ag-Au-Zn s-a amestecat cu nanoparticule de argint (AgNP),
sintetizate Tn prealabil, obtindnd un nou material: HAP-Ag-Au-Zn cu
AgNP, notat HAP-Ag. Tn final s-au obtinut compozite cu matrice organica,
avand ca umpluturd HAP si/sau HAP-Ag, dintr-un amestec de monomeri
(bis-GMA, 60% si TEGDMA, 40%), care au fost polimerizati pentru
diferite concentratii de AgNP, pana la 5.4 %. Aceste opt serii de noi
compozite realizate prezinta semnificative proprietdti antimicrobiene.
Efectul inhibitor s-a observat pentru 5 specii microbiene testate:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., Bacillus
cereus si Candida albicans.

Tn cadrul cercetrilor interdisciplinare recente, am demonstrat c
hidroxiapatitele au rol de transportor al AgNP sau al diversilor complecsi de
argint-diverse biomolecule sau zinc si diverse biomolecule cu efecte
antimicrobiene importante Tmpotriva diferitilor patogeni: Escherichia,
Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Candida si Prototheaca.

Rezultatele obtinute aratd ca aceste compozite pot fi considerate ca
fiind un material antimicrobian promitator pentru acoperirea implanturilor
ortopedice si stomatologice sau pentru cimenturi osoase in aplicatii
chirurgicale, precum si in tratamentul diverselor infectii la animale.

In capitolul 6 se prezinta hidroxiapatite multi-substituite,
continand Mg, Zn, Sr si Si in reteaua hidroxiapatitei (HAP), preparate
printr-o metoda chimica umeda care permite substituirea simultana a ionilor
in locul calciului, ca si a grupelor fosfat si OH". Cele patru noi
hidroxiapatite au fost sintetizate Th premiera, si anume: 0 HAP complexa,
HAP-1,5%Mg-0,2%2Zn-0,2%Si (HAPc); HAPc cu 5%Sr (HAPc-5%Sr) si
HAPc-10%Sr, inclusiv HAP pura, obtinuta in aceleasi conditii.

S-a cercetat efectul elementelor substituente Sr, Mg, Zn si Si
asupra structurii §i morfologiei HAP, folosind diferite tehnici de
investigare: XRD, spectroscopie FTIR si Raman, imagistica TEM, SEM si
AFM, masuratori de potential zeta si BET, precum si studiul solubilitatii in
diverse medii apoase: apa ultrapura si SBF.

Hidroxiapatitele substituite elibereaza in cantitate mai mare Ca si P
decat HAP purd, deci prezenta elementelor substituente mareste
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solubilitatea hidroxiapatitei. Cantitatea de P eliberata este mai ridicata decéat
cea care ar corespunde raportului stoichiometric P/Ca, deci are loc o
dizolvare incongruenta. Cantititile de Mg si Sr eliberate sunt de asemeneca
mai mari decat cele care ar corespunde continutului lor in proba solida;
magneziul pare a fi eliberat cel mai usor. Valoarea pH-ul mediului a
prezentat unele mici variatii, intre 6 si 7.

Capitolul 7 prezinta raspunsul celular al osteoblastelor in vitro la
nanostructurile din HAP dopate cu Mg (1,5 %), Zn (0,2 %), Sr (5 % si 10
%) si Si (0,2 %) (sintetizate in Cap. 6), auto-asamblate in 4 scafolduri
poroase realizate din HAP stoichiometric, HAP-Mg-Zn-Si (notat HAP
complex: HAPc), HAPc-5%Sr and HAPc-10% Sr, in mediul de cultura,
timp de 1, 3, 7, 21, 28 de zile. Au fost aplicate teste de viabilitate, incluzand
adeziunea si proliferarea, folosind MTT, Alamar blue si diacetatul de
fluoresceina, ca si expresia proteinei celulare pentru markerii osteoblastelor:
colagen-1, fosfataza alcalina, osteopontina, osteocalcina si osteonectina din
teste celulare adecvate. Rezultatele lor evidentiaza raspunsul celular la
nivelele de Sr si sugereaza ca se ajunge la un efect optim cu HAP substituit
cu 1,5%Mg, 0,2%Zn, 0,2%Si si 10%Sr prin efectul tuturor elementelor
folosite in doparea HAP, asupra activitatii osteoblastelor. Rezultatele
obtinute sugereazi ca aceste biomateriale, HAP-Mg-Zn-Sr-Si, au potentiale
aplicatii in repararea tesutului osos si in tratamentul fracturilor osului
osteoporotic.

Capitolul 8 prezinta nanostructuri formate din hidroxiapatita,
nanoparticle de argint, AgNP, si ZrO,, incorporate in matrice polimerica
obtindndu-se patru noi serii de cementuri de oase de interes biomedical.
Biomateriale nanostructurate obtinute de tip compozit au fost testate pentru
eliberarea ionilor de Ag® si pentru proprietitile mecanice: rezistenta la
compresie (CS) si modulul de compresie (CM), precum si pentru
radioopacitate. Rezultatele obtinute propun aceste biomateriale, cu efecte
antimicrobiene sporite, pentru potentiale aplicatii clinice.
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