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INTRODUCERE 

 

Prezenta Teză de Doctorat, Cercetarea şi dezvoltarea unor 

nanostructuri de interes biologic şi biomedical, se încadrează în 

domeniul de cercetare dinamic şi multi-disciplinar. Obiectivul major al 

acestei teze este de a dezvolta şi implementa diferite nanotehnologii pentru 

a obţine noi nanostructuri şi biomateriale nanostructurate alcătuite din 

nanoparticule de materiale anorganice, precum hidroxiapatită sintetică 

stoichiometrică pură şi hidroxiapatite multi-substituite, dopate cu diferiţi 

ioni şi nanoparticule metalice bioactive, cum ar fi nanoparticulele de argint, 

pentru aplicaţii în biologie şi în biomedicină [1-4]  

Această teză prezintă rezultate originale recente legate de sinteza şi 

caracterizarea unor structuri pe bază de nanoparticule, cu aplicaţii în 

domeniul nanomedicinei [5, 6]. Sinteza nanoparticulelor a fost condusă prin 

metode adaptate ale chimiei  umede [5-12], iar caracterizarea lor s-a realizat 

prin metode avansate, precum: XRD, spectroscopie FTIR și Raman, 

tehnicile de imagistică TEM, SEM şi AFM, prin determinări de potenţial 

zeta şi BET, ca şi prin încercări biologice și biofizice, printre care: 

viabilitatea celulelor (de ex. testele Alamar Blue şi diacetat de fluoresceină), 

adeziune şi proliferare, tehnici de colorare imunocitochimică pentru 

expresia proteinei celulare (de ex. osteopontina, osteonectina, colagen tip 1, 

osteocalcina) şi pentru proteina de adeziune (adică actina F) pentru 

determinarea adeziunii celulare.  

Teza începe cu o introducere şi o prezentare a nivelului actual de 

cunoaştere în privinţa nanostructurilor cu aplicaţii biologice şi biomedicale. 

Teza de faţă are opt capitole, dintre care cinci se bazează pe cele 8 

articole publicate şi anume 6 articole ISI [5-10] plus 2 articole [11, 12]: 

unul publicat în volumul de Proceedings al Granulation Conference şi altul 

publicat într-o revistă ştiinţifică aprobată de CNCSIS. Datorită faptului că 

în conţinutul tuturor acestor opt capitole se găsesc fie articole publicate, fie 

deja pregătite în manuscris pentru a fi supuse publicării, conţinutul fiecărui 

capitol urmăreşte secţiunile acestor articole sau manuscrise.  

Capitolul 1 se centrează pe sinteza şi procesele de maturare ale 

hidroxiapatitei pure stoichiometrice (HAP) cu diferite grade de 

cristalinitate, precum şi pe caracterizarea structurilor şi biomaterialelor 

nanometrice obţinute.  

Capitolul 2 descrie sinteza şi caracterizarea fizico-chimică a HAP 

substituite cu siliciu (Si-HAP), ca şi performanţele biologice ale 

osteoblastelor din culturi pe scafolduri realizate din aceste nanoparticule şi 

nanostructuri. 
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  Capitolul 3 acoperă sinteza unor nanostructuri poroase, realizate 

din hidroxiapatite substituite cu zinc, Zn-HAP [7], iar capitolul 4 se referă 

la nanostructuri Sr-HAP [8] şi caracterizarea lor fizico-chimică,  

biomateriale nanostructurate, având un puternic impact în regenerarea 

osoasă şi cu aplicaţii în tratamentul osteoporozei.  

Capitolul 5 se ocupă cu sinteza şi caracterizarea unei 

hidroxiapatite multi-substituite cu Au, Ag şi Zn şi nanocompozitele sale [6] 

cu conţinut variat de nanoparticule de argint (AgNP) [5]. Capitolul 5 se 

referă la caracterizarea biologică in vitro a acestor nanocompozite, folosind 

metoda difuziei pentru a caracteriza efectul asupra diferitor specii patogene 

în mediul de cultură. În acest capitol, sunt prezentate şi analizate efectele 

antimicrobiene ale acestor nanostructuri, sub formă de nanocompozite 

HAP-AgNP, împotriva a 5 patogeni. Capitolul 5 prezintă şi cercetările 

recente privind nanostructurile create din hidroxiapatită, nitroxolină şi ioni 

de Ag
+
 [9], ca şi cele obţinute din hidroxiapatită şi nitro-hidroxi-chinolină  

în prezenţa ionilor de Zn
2+

 [12], şi indică sensibilitatea diferitor micro-

organisme in vitro faţă de aceste nanocompozite.   

Capitolul 6 acoperă sinteza şi caracterizarea fizico-chimică a HAP 

multi-substituite cu magneziu, zinc şi siliciu, HAP-Mg-Zn-Si [11] şi a 

hidroxiapatitei multi-substituite cu Mg, Zn, stronţiu şi Si (HAP-Mg-Zn-Sr-

Si), de interes biomedical pentru remodelarea şi reconstrucţia osoasă.  

Capitolul 7 prezintă studii de biocompatibilitate a acestor 

nanostructuri construite din HAP-Mg-Zn-Sr-Si, folosind osteoblaste umane 

mature, derivate din creasta iliacă, cu aplicarea diferitelor încercări 

biologice cu privire la viabilitatea celulară, adeziunea şi proliferarea 

celulelor şi exprimarea proteinei celulare.  

Capitolul 8 descrie rezultatele obţinute pe nanostructuri realizate 

din hidroxiapatită şi nano-argint, ca un nou cement de oase de interes 

biomedical în domeniul ortopedic şi în stomatologie [10]. Aceste 

nanostructuri pot fi folosite pentru acoperirea metalelor în scopul 

îmbunătăţirii bioactivităţii implanturilor in vivo.  

Teza se încheie cu concluzii generale şi cu o listă a publicaţiilor 

originale şi a comunicărilor la conferinţe şi simpozioane şi o altă listă a 

referinţelor selectate, citate in teză. Trebuie menţionat că fiecare capitol 

cuprinde bibliografia sa citată. 

Aceste 8 capitole prezintă peste 50 de nanostructuri bioactive, 

denumite şi ceramici bioactive şi biomateriale, alcătuite din nanoparticule, 

predominant din diferite hidroxiapatite, ca minerale ale osului, şi 

nanoparticule de argint, ca agenţi antimicrobieni. Aceste biomateriale pot fi 

folosite ca substitute osoase, sau ca minerale şi nanocompozite modificate 

asemănătoare osului, pentru aplicaţii biologice şi clinice, pentru ingineria 
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tisulară osoasă şi pentru regenerarea osoasă. Aceste HAP nanostructurate şi 

compozitele lor sunt cercetate în continuare la Centrul de Chimie Fizică de 

la Facultatea de Chimie şi Inginerie Chimică, pentru realizarea de acoperiri 

la implanturi metalice cu aplicaţii biologice şi biomedicale.  

Rezultatele originale arată că nanostructurile bioactive dezvoltate 

în această Teză de Doctorat pot fi folosite pentru dezvoltarea în continuare a 

unor suprafeţe multi-funcţionale modificate, care pot duce la noi strategii de 

fabricare, testare şi aplicaţii clinice pentru medicina regenerativă. 

Aplicaţii ale nanostructurilor obţinute pot include şi folosirea lor 

pentru înlocuiri de şolduri, genunchi, dinţi, tendoane şi ligamente, ca şi 

pentru restaurări în boala parodontală şi defecte ale vertebrelor precum şi 

pentru reconstrucţie maxilo-facială şi stabilizarea alveolei dentare, după 

extragerea dinţilor.  

Alte aplicaţii s-ar putea concentra asupra scafoldurilor, realizate 

prin acoperiri cu aceste nanostructuri şi biomateriale din particule bioactive 

pe diferite suprafeţe ale materialelor (de ex. suprafeţe metalice sau de sticlă 

optică), folosind tehnici de asamblare strat cu strat, care să conducă la 

straturi subţiri bioactive, care se pot folosi în culturi de celule osteoblaste 

sau celule stem, pentru a investiga bioactivitatea celulară in vitro şi in vivo.   

HAP şi HAP multi-substituită se pot de asemenea folosi ca 

purtători de nanoparticule de argint, cu efect anti-microbian contra diferitor 

patogeni (capitolul 5). Aceste biomateriale ceramice nanostructurate pot fi 

utilizate pentru aplicarea unor acoperiri în domeniul medical, la implanturi 

sau dispozitive implantate pentru livrarea de medicamente.  

Bioceramicile obţinute ar putea fi utilizate pentru reconstrucţia 

unor părţi îmbolnăvite sau deteriorate ale sistemului osos. Ele pot fi 

resorbabile (de ex. fosfat tricalcic) şi bioactive (de ex. hidroxiapatită, 

hidroxiapatite multi-substituite), sau ceramici poroase pentru încorporarea 

ţesuturilor (de ex. metale acoperite cu hidroxiapatita).  
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NANOSTRUCTURI  DE INTERES BIOLOGIC ȘI BIOMEDICAL. 

Stadiul actual al cunoaşterii 

În zilele noaste, nanostructurile din nanoparticule şi biomaterialele 

avansate nanostructurate pentru aplicaţii biologice şi biomedicale au devenit 

o importantă platformă de cercetare. Ca urmare, se dezvoltă nanotehnologia 

şi este implementată în acest domeniu, cu scopul major de a trata diferite 

boli şi de a mări calitatea vieţii. De aceea, dezvoltarea de noi nanostructuri 

şi biomateriale nanostructurate este crucială pentru subsitute de os, ingineria 

tisulară şi regenerarea ţesuturilor.  

Nanostructurile pe bază de hidroxiapatită (HAP) sintetică au 

început să fie utilizate în mod curent ca implanturi poroase, ca pulberi sau 

filme pentru acoperirea protezelor metalice pentru a produce fixarea lor 

bioactivă şi a fi clinic relevante.  

Este timpul să luăm în considerare o strategie inovativă pe baze 

biologice pentru repararea ţesuturilor, adică să dezvoltăm noi 

nanostructuri, capabile să activeze celule şi gene din corpul uman, ajutând 

astfel la vindecarea acestuia.  

Această Teză de Doctorat are ca obiectiv principal dezvoltarea de 

nanostructuri (biomateriale) inovative, destinate să stimuleze răspunsuri 

celulare specifice la nivel molecular. Rezultatele obţinute arată că 

modificările în compoziţia şi structura hidroxiapatitei, care este mineralul 
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predominant în structura osoasă, induc interacţiuni specifice în proteinele 

celulare (de ex. integrina), şi prin aceasta se activează si adeziunea celulară, 

proliferarea şi diferenţierea celulelor. Prin urmare producerea şi organizarea 

matricii extracelulare poate duce la accelerarea formării şi remodelării 

osului, cu potenţiale aplicaţii în ingineria tisulară, ortopedie, stomatologie şi 

în transportul diferitelor principii active. 

 

 

CERCETAREA ORIGINALĂ 

 

1.  NANOSTRUCTURI FORMATE DIN HIDROXIAPATITE. Efectele 

condiţiilor de maturare  

 

S-au preparat hidroxiapatite prin metoda precipitării chimice din 

azotat de calciu şi fosfat acid de diamoniu în mediu bazic. Dispersia 

obținută a fost supusă în continuare unor procese de maturare în condiții 

diferite (etape, durată, temperatură), obținând şapte serii de nanostructuri 

(Fig. 1.2) pe bază de hidroxiapatite, cu diverse grade de cristalinitate (Tab. 

1.2), și diferite dimensiuni și forme de nanoparticule (Fig. 3). 

Biomaterialele obținute (suspensii, precipitate, pulberi liofilizate calcinate şi 

necalcinate) au fost caracterizate prin difracție a razelor X (Tab. 1.2), 

imagistică TEM (Fig. 1.3) şi AFM, spectroscopie FTIR (Fig. 1.5) şi Raman, 

măsurători de potențial zeta şi analiză BET.  

 
Tab. 1.2. Dimensiunea cristalitelor şi gradul de cristalinitate al probelor 

necalcinate (a) şi calcinate (b) de pulberi liofilizate de hidroxiapatite 
Proba 1a 

 

1b 2a 

 

2b 

 

3a 

 

3b 

 

4a 

 

4b 

 

5a 5b 

 

6a 6b 7a 7b 

Dimens. 

Crist. (nm) 

13,8 15,1 23,3 27,8 31,8 34,5 32,7 35,1 44,0 47,6 39,5 43,2 43,3 45,2 

Cristali-

nitate (%) 

21,3 23,1 32,3 34,7 47,5 

 

48,1 

 

51,3 

 

51,7 

 

63,5 64,4 52,5 55,3 63,0 63,5 

 

  
                                 a.                                                           b. 

Fig. 1.2. Dimensiunea cristalitelor (a) şi gradul de cristalinitate (b) pentru 

probe necalcinate (albastru) şi calcinate (roşu) de HAP. 
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                        a.                                                    b. 

   
                         c.                                                   d. 

   
                          e.                                                      f. 
Fig. 1.3. Imagini TEM pentru hidroxiapatite, precipitat (pastă), dispersate în 

apă: 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 şi Fig. 1.2 se observă o tendinţă generală, atât pentru 

etape mai lungi de maturare, cât şi pentru o temperatură mai ridicată a 

maturării, de a mări dimensiunea cristalitelor şi gradul de cristalinitate. 

Efectul calcinării duce la o creştere a dimensiunilor cristalitelor, dar gradul 

de cristalinitate este doar puţin afectat, în special pentru probele care au fost 
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supuse la un stadiu de maturare la temperatură ridicată, 60-80
°
C (probele 4-

7). 

Spectrele FTIR sunt comparate pentru probe liofilizate fără 

calcinare  (Fig. 1.5a) şi după calcinare la 300
°
C, 1 h (Fig. 1.5b). Spectrele 

au fost normalizate la 1 pentru cel mai înalt pic de absorbţie şi deplasate de-

a lungul axei y pentru comparare.     
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                                 a.                                                        b. 

Fig. 1.5. Spectre FTIR ale probelor liofilizate (1, 4, 5, 6, 7) fără calcinare (a) 

şi după calcinare (b); spectrele sunt normalizate 

 

Rezultatele BET, date ca suprafeţe specifice, volume specifice ale 

porilor şi razele cele mai probabile ale porilor sunt prezentate în Tab. 1.5. 

Toate probele prezintă o suprafaţă specifică ridicată, datorată atât gradului 

ridicat de dispersie al pulberilor, cât şi porozităţii lor. Prin calcinare, 

suprafaţa specifică se micşorează ca urmare a sinterizării nanoparticulelor, 

pe când volumul specific al porilor rămâne aproape neschimbat. Aceste 

proprietăți fizico-chimice, la rândul lor, sunt hotărâtoare pentru activitatea 

biologică a bionanomaterialelor obținute, în vederea folosirii lor în scopuri 

biologice şi medicale 

 

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

Proba Suprafaţa 

specifică, m
2
/g 

Volum specific al 

porilor, cm
3
/g  

Raza cea mai pro-

babilă a porilor, nm  

necalci. calcin. necalcin calcin. necalc.. calcinat 

1a, 1b 

4a, 4b 

5a, 5b 

6a, 6b 

7a, 7b   

144.2 

106.5 

99.9 

95.6 

78.8 

90.9 

96.3 

90.2 

86.3 

73.6 

0.332 

0.358 

0.355 

0.358 

0.324 

0.361 

0.384 

0.378 

0.354 

0.344 

7.7 

7.7 

9.6 

7.7 
7.7 (11.9) 

7.7 

8.6 

8.6 

7.7 
7.7 (13.3) 
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2.  NANOSTRUCTURI  DE HIDROXIAPATITE  DOPATE  CU Si. 

Viabilitatea și proliferarea osteoblastelor in vitro 

 

Obiectivul acestei cercetări a fost de a investiga efectele substituirii 

cu silicat în reţeaua HAP, asupra proprietăţilor sale chimice şi fizice şi a 

răspunsului biologic al osteoblastelor in vitro.  S-a folosit o metodă chimică 

umedă pentru sinteza a patru pulberi de HAP substituite cu silicat (Si-

HAP), cu 0,47; 2,34; 4,67 şi 9,34 % g Si, liofilizate şi apoi calcinate la 

650
°
C, 1h. Biomaterialele au fost cercetate cu XRD (Fig. 2.1), spectroscopie 

FTIR şi Raman şi prin imagistică TEM, SEM şi AFM (Fig. 2.9).  

 
Fig. 2.1. Spectre de raze X pentru pulbere de HAP fără Si,  HAP cu 1% 

SiO2 [0,47% Si-HAP] şi HAP cu 10% SiO2 [4,67% Si-HAP], calcinate la 

650
o
C timp de 1h  

 

La concentraţii mici, sub 4,67% Si, se obţine o fază unică de HAP 

substituit cu Si. La concentraţii mai mari de Si, acesta promovează formarea 

a două faze, HAP şi TCP, fiecare parţial substituită cu Si. Dimensiunea 

cristalitelor de HAP şi TCP este în domeniul nanocristalin, după cum se 

arată și în Fig. 2.9.   

Spectrele FTIR şi Raman indică prezenţa predominantă a HAP 

substituit cu siliciu, cel puţin până la 4,67 % g Si. Pentru un conţinut mai 

ridicat de siliciu, acesta se regăseşte şi ca SiO2 amorf.  
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Fig. 2.9. Imagini AFM ale Si-HAP cu 4,67% Si, calcinată la 650
o
C; aria 

scanată: 2 μm x 2 μm; imagine: a) topografică, b) de fază, c) 3D a 

topografiei, d) secţiune transversală de-a lungul săgeţii din fig. a; Diametru 

mediu al nanoparticulelor: 72 ± 9 nm; RMS pe surafeţe: 37,7 nm, RMS pe 

profilul transversal: 9,12 nm. 

 

 
Fig. 2.13. Reprezentare grafică a testului de viabilitate Alamar blue pentru 

osteoblaste cultivate pe nanostructuri Si-HAP drept scafolduri: HAP pură 

(1), Si(0,47%)-HAP (2), Si(2,34%)-HAP (3), Si(4,67 %)-HAP (4) şi 

Si(9,34%)-HAP (5). Nanostructura HAP la 24h a fost considerată drept 

control (CTRL) pentru 1, 3, 5 şi 7 zile de cultură a osteoblastelor pe 

scafolduri. 

 
Aceste biomateriale Si-HAP sunt cercetate în privinţa influenţei lor 

asupra adeziunii şi proliferării celulelor (Fig. 2.13), ca şi a expresiei 
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proteinei celulare (Fig. 2.16), în culturi de osteoblaste umane în vederea 

potenţialei lor utilizări în repararea şi regenerarea osoasă.  

 

 
 

Fig. 2.16. Colorarea imunocitochimică a osteoblastelor: colagen-1, verde cu 

FITC, osteocalcina, roşu cu Texas red şi nucleii celulari, albastru cu DAPI. 

Imagini după 7 zile pe scafolduri, din HAP pură şi trei biomateriale Si-

HAP, cu conţinut de Si de 0,47% (HAP SiO2 1%),  2,34% (HAP SiO2 5%) 

şi 4,67 % (HAP SiO2 10%). 

 

Scafoldurile din nanostructuri Si-HAP au mărit mai bine 

activitatea osteoblastelor decât HAP pură (Fig. 2.13) după o zi. Ele prezintă 

o comportare mai bună a osteoblastelor decât controlul (nano HAP pură). 

Scafoldurile din HAP-Si(0,47%) şi HAP-Si(2,34%) se pare că dețin cea mai 

bună activitate dintre cele patru nanomateriale Si-HAP îmbogăţite în Si, 

pentru proliferarea osteoblastelor (Fig. 2.13). 

Adeziunea mai ridicată a osteoblastelor pe Si(0,47wt%)-HAP 

concordă cu studiile noastre anterioare unde am demonstrat o adeziune mai 

ridicată la interval de timp mai scurt (până la 3 zile), față de HAP pură [7], 

ca şi cu rezultatele comunicate pentru HAP cu Si 0,8 [18], care indicau o 

activitate metabolică mai intensă a osteoblastelor pe aceste scafolduri de Si-
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HAP. La concentraţii mai ridicate de Si în HAP, cum este cazul Si(2,34%)-

HAP, la timpi mai îndelungaţi (după 5 zile), efectul stimulator al Si este mai 

ridicat față de celelalte structuri investigate (Fig. 2.13).  

Efectul dependent de doză al biomaterialelor asupra celulelor 

osoase s-a observat şi la alte elemente în urme. Desigur, există o 

concentraţie optimă de siliciu pentru stimularea adeziunii, proliferării şi 

diferenţierii osteoblastelor. Prin urmare, ambele biomateriale: HAP-

Si(2,34%) şi HAP-Si(0,47%) pot fi utilizate pentru a stimula celulele 

osteoblaste în procesul de formare a osului nou.  

Analiza imaginilor din Fig. 2.16 indică o organizare avansată a 

colagenului de tip 1 (colagen-1) şi a osteocalcinei în jurul multor nuclei 

celulari, arătând un stadiu avansat de proliferare celulară, indusă în special 

de scafoldul Si(2,34%)-HAP (notat: HAP SiO2 5%), în comparaţie cu toate 

celelalte scafolduri de Si-HAP şi de HAP pură. Aceste date sunt în deplin 

acord cu activitatea fosfatazei alcaline şi cu producţia de osteopontină şi 

osteonectină, care sunt cel mai bine evidenţiate în osteoblaste pe scafoldul 

Si(2,34%)-HAP. Aceste rezultate au arătat că Si-HAP cu 2,34% Si a mărit 

semnificativ proliferarea, ca şi expresia proteinei precum osteocalcina, 

osteopontina, osteonectina, colagenul-I şi fosfataza alcalină (ALP) specifice 

osteoblastelor.  

Aceste rezultate sugerează că biomaterialele Si-HAP joacă un rol 

important în reglarea proliferării şi diferenţierii osteogenice a osteoblastelor 

la osteocite, ca şi în formarea osului.  

Cu siguranţă, conţinutul de siliciu din reţeaua HAP poate fi corelat 

cu efectul său asupra structurii chimice, compoziţiei şi proprietăţilor, ca şi 

asupra morfologiei şi rugozităţii superficiale a acestor biomateriale 

(bioceramici). Aceste nanobiomateriale sunt folosite curent în laboratoarele 

noastre pentru a fabrica scafolduri utilizate în culturi de osteoblaste, spre a 

le evalua performanţa in vitro, ca prim pas pentru viitoare studii in vivo.  
 

3.  NANOSTRUCTURI DIN HIDROXIAPATITE DOPATE CU Zn 

 

Capitolul 3 prezintă sinteza de noi nano-hidroxiapatite (HAP) 

poroase, substituite cu diferite cantităţi de Zn (HAP-Zn) de la 0.2 la 10% g, 

în prezenţa unui surfactant, L-asparagina, pentru a controla distribuţia 

dimensiunilor porilor şi morfologia nanopulberilor obţinute, utilizând un 

procedeu de co-precipitare. Astfel s-a dezvoltat o nouă abordare pentru 

prepararea de nanopulberi de HAP-Zn cu nucleaţie şi capacitate de 

cristalizare îmbunătăţită. [C. Garbo, M. Sindilaru, A. Carlea,
 
Gh. Tomoaia, 

V. Almasan, I. 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].    

 

Măsurătorile XRD (Fig. 3.1) au indicat HAP drept unica fază 

prezentă şi au evidenţiat natura nanostructurată a HAP obţinute (Fig. 3.6). 

Spectrele FTIR au confirmat de asemenea prezenţa structurii de HAP. 

Imaginile TEM, SEM şi AFM au arătat morfologia nanostructurilor HAP-

Zn. Analiza BET a permis caracterizarea suprafeţei specifice şi porozităţii 

probelor. Noile nanopulberi sunt proiectate pentru a fi folosite în chirurgia 

ortopedică, în special pentru tratamentul osteoporozei şi ca substitute de os, 

şi în stomatologie pentru remineralizarea smalţului 

 

 
Fig. 3.1. Spectre XRD pentru proba de HAP-0,2%Zn necalcinată (a) şi 

calcinată  (b) şi ale probei de HAP-10%Zn necalcinată (c) şi calcinată (d), 

comparate cu PDF 74-0566 pentru hidroxiapatita stoichiometrică 

 

Observăm o tendinţă generală de scădere a dimensiunii medii a 

cristalitelor cu creşterea conţinutului de Zn care înlocuieşte Ca. O tendinţă 

similară se manifestă şi pentru gradul de cristalinitate al nano pulberilor 

HAP-Zn. 

În general, nanopulberile de HAP-Zn sunt compuse din 

nanoparticule sferice, quasi-sferice sau elipsoidale, cu dimensiuni între 34 

nm şi 47 nm (Fig. 3.6). Nu se observă schimbări semnificative în structura 
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şi morfologia straturilor subţiri de pulberi de HAP-Zn, calcinate sau 

necalcinate în bună concordanţă cu imaginile TEM. Aceste rezultate sunt în 

acord cu datele obţinute pentru dimensiunea cristalitelor din spectre XRD. 

 
Fig. 3.6.  Imagini AFM pentru nanoparticule de HAP-10 % Zn, adsorbite pe 

sticlă, din dispersii apoase: a) topografie 2D; b) imagine de faze; c) imagine 

de amplitudine; d) topografie3D; e) profil al secţiunii transversale; arie 

scanată 1000 nm  ×  1000  nm. 

 

4. NANOSTRUCTURI  DIN HIDROXIAPATITE DOPATE CU Sr 

 

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

grad ridicat de cristalinitate, printr-un procedeu nou de sinteză chimică 

umedă asistată de substanţe şablon (templates) (etilendiamină şi o-

toluidină), pornind de la azotaţi de calciu şi de stronţiu şi fosfat acid de 

diamoniu în raport stoichiometric, procesaţi în 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 Ca10-

xSrx(PO4)6(OH)2, unde x = 0 (hidroxiapatită pură, HAP),  0,59; 1,21 şi 1,87 

(HAP-Sr), precum şi 10, corespunzând la substituirea totală a calciului cu 

stronţiu (SrHAP). Ele au fost caracterizate prin XRD (Fig. 4.1), FTIR şi 

spectroscopie Raman (Fig. 4.2), precum şi TEM şi AFM 

S-au găsit corelaţii strânse între conţinutul de Sr, dimensiunea 

cristalelor şi cristalinitate pentru nanopulberile obţinute. Aceste 
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nanomateriale au demonstrat o morfologie controlată şi pot fi utilizate în 

ortopedie ca substitute pentru remodelare osoasă, precum şi în stomatologie 

ca agenţi de desensibilizare şi pentru remineralizarea smalţului. 

 
Fig. 4.1. Spectru XRD pentru nanopulberea de SrHAP, comparat cu PDF 

pentru Sr10(PO4)6(OH)2 

 

   
Fig. 4.2. Spectre normalizate FTIR (a) şi Raman (b) ale HAP şi HAP 

substituite cu Sr 

 

Metodologia chimică umedă mediată cu substanţe-şablon, descrisă 

în acest capitol duce la produşi bine cristalizaţi, cu nanostructură şi 

morfologie controlată. Aceste noi nanomateriale HAP-Sr au aplicaţii 

potenţiale în ingineria biomedicală, în special în domeniul ortopedic, 

stomatologic şi maxilofacial.  

 

5.  NANOSTRUCTURI  DIN  HIDROXIAPATITĂ DOPATĂ CU Ag, 

Au,  Zn  şi NANOPARTICULE DE ARGINT 

 

S-a preparat în premieră nanohidroxiapatită dopată cu Ag (0.25 % 

g), Au (0.025 %) şi Zn (0.2 %), (HAP-Ag-Au-Zn), printr-un procedeu 
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inovativ pe cale umedă, cuplat cu un proces de reducere pentru argint şi 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 şi s-a calcinat la 650
o
C. 

NanoHAP a fost caracterizată prin difracţie de raze X, spectroscopie FTIR 

şi tehnici imagistice: TEM, SEM şi AFM.  

 

       
                               a.                                                        b. 

 
                                                           c.  

Fig. 5.1. Caracterizarea AgNP: (a) spectru UV-Vis; (b) imagine TEM; bara 

din imagine: 100 nm; (c) histograma distribuţiei dimensiunilor AgNP. 
 

Nano HAP-Ag-Au-Zn s-a amestecat cu nanoparticule de argint 

(AgNP), sintetizate în prealabil în concentraţie de 9 %g, obţinând un nou 

material: HAP-Ag-Au-Zn cu AgNP, notat HAP-Ag. AgNP s-au preparat 

prin reducerea azotatului de argint cu glucoză în mediu alcalin. Analizele 

TEM şi 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]. Prezenţa AgNP a fost demonstrată şi 

de spectrele XRD (Fig. 5.9). 

 

 
Fig. 5.9. Spectre XRD pentru HAP şi HAP cu 9% AgNP (picurile 

caracteristice pentru HAP sunt marcate cu *) 

 

În continuare, s-au obţinut compozite cu matrice organică, având 

ca umplutură HAP şi/sau HAP-Ag (Fig. 5.9), dintr-un amestec de monomeri 

(bis-GMA, 60%  şi TEGDMA, 40%), care au fost polimerizaţi pentru 

diferite concentraţii de AgNP, până la 5.4 %. Noul material HAP-Ag 

conţine AgNP adsorbite omogen pe suprafaţa particulelor de nano-HAP, 

triplu substituita cu Ag, Au, Zn. Aceste compozite sunt cercetate amănunţit 

în privinţa structurii lor şi a proprietăţilor antimicrobiene. 

S-au cercetat activităţile antibacteriene ale acestor compozite faţă 

de diferite specii patogene: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus spp., Bacillus cereus şi Candida albicans, folosind metoda 

difuziei pe disc Kirby–Bauer. Activităţile antibacteriene sunt intensificate 

cu creşterea conţinutul 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 inhibiţie a crescut odată cu creşterea conţinutului 

de AgNP al probelor. Cel mai bun efect a fost atins pentru cele mai ridicate 

concentraţii în AgNP, 4.5% şi 5.4 %. Nu au existat diferenţe semnificative 

între citirile după 24 şi 48 ore de incubaţie. Datele arată un efect 
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antimicrobian semnificativ al eliberării lente de ioni Ag
+
 in vitro faţă de 

cinci specii patogene. 

 
 

Fig. 5.10. Eliberarea argintului în timp din compozitele cu matrice organică  

 

Tab. 5.3. Conţinutul în argint al probelor-disc şi diametrul zonelor de 

inhibiţie la 48 h  

 

Aceste efecte relevă clar faptul că AgNP pot fi utilizate eficient în 

combinaţie cu HAP multi-substituite şi  matrice polimerică, ambele cu rol 

de purtători, pentru a îmbunătăţi eficacitatea lor contra diferitelor specii 

patogene. Aceste compozite pot fi considerate ca fiind un material 

antimicrobian promiţător pentru acoperirea implanturilor ortopedice şi 

stomatologice sau pentru cimenturi osoase în aplicaţii chirurgicale 

Viteza de eliberare a ionilor de argint din aceste compozite în fluid 

corporal simulat este mare în prima zi, descreşte apoi şi devine practic 

constantă după 7 zile. Testele de eficienţă antibacteriană ale compozitelor 

conţinând AgNP efectuate pe cinci specii patogene diferite, au arătat un 

efect inhibitor clar pentru toate speciile microbiene testate.  

Tulpini testate 

Conţinut în AgNP (% g) şi diametrul zonelor 

de inhibiţie (mm) 

2 2.5 3 3.6 4.5 5.4 0 

Escherichia coli  10 12 12 12 14 15 0 

Staphylococcus  aureus 11 12 13 13 15 16 0 

Staphylococcus spp. 0 8 10 10 12 14 0 

Bacillus cereus  0 10 11 11 12 14 0 

Candida albicans  10 11 12 12 15 15 0 
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Acest efect antimicrobian creşte cu creşterea conţinutului de AgNP 

din compozite. Mai mult, mediul a rămas steril chiar şi după îndepărtarea 

discurilor de compozit conţinând argint, ceea ce sugerează că efectul 

antimicrobian al compuşilor realizați este de natură bactericidă.  

Prin urmare, aceste compozite au o activitate puternică asupra 

celor 5 tulpini bacteriene. Pe de altă parte, HAP multisubstituită cu Zn 

(0.200%), Ag (0.250%) şi Au (0.025 %), dar fără nanoparticule de argint, 

nu a prezentat nici un efect antibacterian la aceste concentraţii. Rezultatele 

sugerează faptul că aceste compozite obţinute ar trebui considerate 

materiale antibacteriene şi ar putea fi folosite în implanturi pentru aplicaţii 

stomatologice şi în chirurgia ortopedică. Ionii de Ag 
+ 

eliberaţi au reacţionat 

cu cei cinci patogeni inactivându-le metabolismul, inhibându-le creşterea şi 

în final determinând activitatea bacteriană a acestor compozite cu HAP şi 

AgNP.  

Sunt planificate experimente viitoare pentru evaluarea in vivo a 

acestor nanocompozite HAP/ AgNP / matrice organică ca potenţiali agenţi 

pentru acoperirea implanturilor în scopul evitării sau controlării infecţiilor 

bacteriene  în chirurgia ortopedică şi stomatologică. 

Recent am demonstrat că discurile formate din nanoparticule de 

HAP, conținând nitroxolina (5-nitro, 8-hidroxichinolina, NHQ) și ioni Ag
+
 

au condus la o activitate antimicrobiană sporită asupra culturilor de 

Staphylococcus aureus față 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].  

În cadrul cercetărilor interdisciplinare recente, privind 

sensibilitatea in vitro a unor micro-organisme la nanostructuri multi-

funcționale pe bază de hidroxiapatită: HAP, hidroxichinolină: HQ sau nitro-

hidroxichinolină: NHQ, în prezența ionilor de Zn
2+

,  am evidențiat faptul că 

aceste nanostructuri au efecte biologice, antimicrobiene, remarcabile asupra 

următoarelor tulpini: Escherichia, Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, 

Candida şi Prototheaca: [S. Rapuntean, A. Pop, V. Miclaus, C. Garbo, F. 

Chirila, Gh. Rapuntean, N. Fiţ, H. Farcău, 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; eISSN 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 conţinând Mg, Zn, Sr şi Si în reţeaua hidroxiapatitei (HAP), 

printr-o metodă chimică umedă. Parametrii procesului sunt stabiliţi pentru a 

permite substituirea simultană cu aceşti ioni în locul calciului, ca şi al 

grupelor fosfat şi OH
-
. Cele 4 noi hidroxiapatite sintetizate în premieră, au 

fost: HAP complex (HAPc): HAP-1,5%Mg-0,2%Zn-0,2%Si; HAPc cu 

5%Sr, (HAPc_5%Sr); şi HAPc cu 10%Sr, (HAPc_10%Sr), alături de HAP 

pură, obţinută în aceleaşi condiţii (Tab. 6.1).   

 

Tab. 6. 1. Compoziţia hidroxiapatitelor preparate 

Nr* Proba Compoziţie ( % g) Formula teoretică 

Ca Mg Zn Sr P Si 

1,2 HAP 38,89 0 0 0 18,50 0 

 
Ca10 (PO4)6(OH)2 

3,4 HAPc 37,71 1,5 0,2 0 18,47 0,2 Ca9,36Mg0,61Zn0,03(PO4)5,93 

(SiO4)0,07(OH)1,93 

5,6 HAPc_ 

Sr5% 

34,34 1,5 0,2 5 17,97 0,2 Ca8,76Mg0,63Zn0,03Sr0,58 

(PO4)5,93 (SiO4)0,07(OH)1,93 

7,8 HAPc_ 

Sr10% 

30,98 1,5 0,2 10 17,46 0,2 Ca8,12Mg0,65Zn0,03Sr1,20 

(PO4)5,93 (SiO4)0,07(OH)1,93 

* Probele Nr. 1, 3, 5, 7 sunt necalcinate, iar probele Nr. 2, 4, 6, 8 sunt 

probe calcinate (300
o
C, 1h)   

 

Structura chimică şi caracterizarea morfologică a pulberilor 

preparate s-a realizat prin XRD (Fig. 6.2), spectroscopie FTIR şi Raman 

(Fig. 6.3 şi 6.4), TEM, HR-TEM, SEM (Fig. 6.11) şi AFM, precum şi 

măsurători BET (Fig. 6.23 şi Tab. 6.6). Rezultatele arată că substituirea 

ionilor în reţeaua HAP produce o schimbare distinctă în forma şi 

dimensiunile nanoparticulelor sau în gradul de cristalizare al produselor: 

precipitate sau pulberi liofilizate, necalcinate sau calcinate.  

Gradul de eliberare a ionilor din aceste nanopulberi a fost 

determinat în apă pură şi în lichid corporal simulat. HAP multi-substituită 

(msHAP) cu conţinutul cel mai ridicat de Sr a prezentat cea mai mare 

solubilitate, cu o viteză mai ridicată de eliberare a ionilor faţă de pulberea 

de HAP pură, ceea ce se corelează cu activitatea lor biologică mărită. 

HAP multi-substituite preparate prezintă avantajul de a moşteni 

efectul in vivo al elementelor substituente, dar şi structura şi proprietăţile 

HAP pure. Şi ele sunt biocompatibile, netoxice, osteoconductive, ne-
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imunogenetice, ne-inflamatoare şi bioactive, având capacitatea de a se 

integra în ţesutul viu. Astfel, aceste biomateriale prezintă similitudini 

chimice şi structurale cu mineralele osului, fiind candidaţi promiţători 

pentru substitute de os, ca şi pentru vindecarea şi remodelarea osului 

osteoporotic.  

 

 
Fig, 6.2a. Comparaţie între spectrele XRD - probe necalcinate (1, 3, 5, 7) 

 
Fig. 6.2b. Comparaţie între spectrele XRD - probe calcinate (2, 4, 6, 8) 
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Spectrele FTIR sunt comparate în Fig. 6.3a pentru probele 

necalcinate şi în Fig. 6.3b pentru cele calcinate. Toate spectrele sunt 

normalizate la 1 pentru cel mai înalt maxim de absorbţie. 
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Fig. 6.3a. Spectre FTIR al probelor necalcinate spectra (1, 3, 5, 7); spectrele 

sunt normalizate 
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Fig. 6.3b. Spectre FTIR ale probelor calcinate (2, 4, 6, 8); spectrele sunt 

normalizate 
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Spectrele sunt asemănătoare, prezentând toate picurile de absorbţie 

pentru gruparea PO4 din hidroxiapatite: vibraţia de valenţă asimetrică ν3 

(cea mai intensă bandă, dublet), de valenţă simetrică ν1 (de joasă intensitate, 

fiind interzisă în IR) şi cele două moduri de deformare: asimetrică ν4 

(dublet) şi simetrică ν1. Picul caracteristic grupărilor OH structurale din 

HAP este şi el prezent la 3430-3440 cm
-1

, în timp ce picul de libraţie de la 

cca 630 cm
-1

 este vizibil doar ca un umăr în majoritatea probelor. 

 Vibraţiile caracteristice ale grupării PO4 apar în toate spectrele 

Raman  (Fig. 6.4). Cea mai intensă este vibraţia de valenţă simetrică ν1, de 

la 960-962 cm
-1

, interzisă în IR 
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                               a.                                                     b.  

Fig. 6. 4. Spectre Raman ale probelor (a) necalcinate(1, 3, 5, 7); (b) 

calcinate (2, 4, 6, 8); spectrele sunt normalizate 

 

Imaginile TEM oferă detalii asupra morfologiei particulelor. În 

imaginile TEM apar în general particule alungite, cu lungimea de 40-50 nm 

şi diametre de 20-30 nm. Aceste particule alungite constau din şiruri 

unidimensionale de domenii cu simetrie în general sferică. 

 

   
                                a.                                                              b.; 
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                            c.                                                         d.  

Fig. 6. 11. Imagini SEM pentru proba HAP necalcinată 1 (a, b) şi cea 

calcinată 2 (c, d); barele sunt de 5 µm (a, c), respectiv 1 µm (b, d). 

 

Câteva imagini SEM  sunt exemplificate în Fig. 6. 11. Imaginile 

SEM arată că probele conţin blocuri foarte poroase de particule, de 

dimensiuni micrometrice. La măriri mai mari se pot observa şi 

nanoparticulele componente. 

În cazul rezultatelor analizei BET, suprafaţă specifică, volum specific 

al porilor şi raza cea mai probabilă a porilor, sunt prezentate în Tab. 6. 6.  

În Fig. 6. 22. este redată atât izoterma reprezentativă de adsorbţie-desorbţie 

cât şi distribuţia dimensiunii porilor pentru proba de HAP calcinata. 

Toate probele prezintă o suprafaţă specifică mare, datorită atât 

gradului ridicat de dispersie al pulberilor, cât şi porozităţii lor. Prin 

calcinare, suprafaţa specifică se micşorează ca urmare a sinterizării 

nanoparticulelor, în timp ce volumul specific al porilor este în mare 

neschimbat. Pulberile HAP nesubstituite, atât calcinate, cât şi necalcinate, 

prezintă o distribuţie mai îngustă a dimensiunilor porilor (diametru cca 8 

nm), decât cele substituite, unde majoritatea porilor prezintă diametre între 

10 şi 25 nm.    

 

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

 

Proba Suprafaţă 

specifică, m
2
/g 

Volum specific al 

porilor, cm
3
/g  

Raza cea mai 

probabilă, nm  

necalc. calc. necalc. calc. necalc. calc. 

HAP 

HAPc 

HAPc_5%Sr 

HAPc_10%Sr 

95,6 

135,1 

106,1 

125,8 

86,3 

107,4 

99,9 

114,4 

0,358 

0,376 

0,229 

0,333 

0,344 

0,383 

0,237 

0,302 

7,7 

11,3 

20,2 

13,3 

7,7 

9,5; 14,5 

14,5 

14,5 
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                                  a.                                                        b.  

Fig. 6.22. Izoterme de adsorbţie-desorbţie (a) şi distribuţii ale dimensiunilor 

porilor (b) pentru proba 2 (HAP calcinată). 

 

S-a cercetat efectul elementelor substituente Sr, Mg, Zn şi Si 

asupra structurii şi morfologiei HAP, folosind diferite tehnici de 

investigare: XRD, spectroscopie FTIR şi Raman, imagistică TEM, SEM şi 

AFM, măsurători de potenţial zeta şi BET, precum și studiul solubilităţii în 

diverse medii apoase: apă ultrapură și SBF.  Hidroxiapatitele substituite 

eliberează în cantitate mai mare Ca şi P decât HAP pură, deci prezenţa 

elementelor substituente măreşte solubilitatea hidroxiapatitei. Cantitatea de 

P eliberată este mai ridicată decât cea care ar corespunde raportului 

stoichiometric P/Ca, deci are loc o dizolvare incongruentă. Cantităţile de 

Mg şi Sr eliberate sunt de asemenea mai mari decât cele care ar corespunde 

conţinutului lor în proba solidă; magneziul pare a fi eliberat cel mai uşor.  

Valoarea pH-ul mediului a prezentat unele mici variaţii, între 6 şi 7. 

 

7.  BIOCOMPATIBILITATE.  Nanostructuri, hidroxiapatite dopate cu 

Mg, Zn, Sr, Si  în culturi de celule osteoblaste 

 

S-a determinat răspunsul celular al osteoblastelor in vitro la 

nanostructuri din HAP dopate cu Mg (1,5 %), Zn (0,2 %), Sr (5 % şi 10%) 

şi Si (0,2%), auto-asamblate în 4 scafolduri poroase realizate din HAP 

stoichiometric, HAP-Mg-Zn-Si (notat HAP complex: HAPc), HAPc-5%Sr 

si HAPc-10% Sr, în mediul de cultură, timp de 1, 3, 7, 21, 28 de zile. 

Testele de viabilitate, incluzând adeziunea şi proliferarea, MTT, Alamar 

blue şi diacetatul de fluoresceină, ca şi expresia proteinei celulare pentru 

markerii osteoblastelor: colagen-1, fosfataza alcalină, osteopontina, 

osteocalcina şi osteonectina din teste celulare adecvate, au demonstrat 

beneficiile la momente timpurii (<1 săptămână) pentru formarea osului 

aduse de încorporarea Mg, Zn şi Si în reţeaua hidroxiapatitelor poroase 
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(HAP-Mg-Zn-Si), ca şi pentru HAP-Mg-Zn-Si-Sr, în cazul ambelor nivele 

de Sr (5% şi10%), faţă de HAP stoichiometrică. Nanostructurile cu 5 sau 10 

%g Sr au sprijinit semnificativ o creştere a răspunsului celular în comparaţie 

cu toate celelalte grupe de HAP şi HAPc la toate momentele de timp, după 

cum arată analiza statistică (P<0,05). Aceste rezultate evidenţiază răspunsul 

celular la nivelele de Sr şi sugerează că se ajunge la un efect optim cu HAP 

substituit cu 1,5%Mg, 0,2%Zn, 0,2%Si şi 10%Sr, prin efectul tuturor 

elementelor folosite în doparea HAP, asupra activităţii osteoblastelor, în 

special la timpi mai îndelungaţi (> 1 săptămână). Fără îndoială, pe lângă 

compoziţia chimică a acestor biomateriale, un rol important îl joacă 

structura şi proprietăţile superficiale, precum rugozitatea suprafeţei 

scafoldurilor asupra interacţiunii biomaterialelor şi celulelor la interfaţa 

scafoldurilor cu mediul de cultură. Fiind recunoscut rolul Sr în procesul de 

resorbţie a celulelor osoase așa cum sunt osteoclastele, se poate avea în 

vedere un alt beneficiu: descreşterea proceselor de resorbţie osoasă.  În 

consecinţă, sugerăm o potenţială aplicare a acestor biomateriale în 

tratamentul osteoporozei, când s-ar putea atinge un echilibru favorabil între 

formarea şi resorbţia osului. 
 

 
Fig. 7.4. Aspect grafic al testului de viabilitate cu Alamar blue la diferite 

momente de timp, folosind scafoldurile din HAP: Ca10(PO4)6(OH)2  utilizat 

drept control; SrHAP: Sr10(PO4)6(OH)2; 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 în această 

cercetare ştiintifică şi tehnologică şi testate în  culturile celulare. 

 

Testele de viabilitate Alamar Blue au fost realizate pentru a studia 

adeziunea celulelor (în primele ore după însămânţare) şi proliferarea 

celulelor la diferite momente de timp, folosind drept control celulele 

crescute pe suprafeţe de nano HAP pur (Fig. 7.4). După 1,5h de la 

însămânţarea celulelor pe suprafaţa scafoldurilor, se observa că HAPc: HC 

(HAP-Mg-Zn-Si) dopate cu 5% Sr şi 10% Sr au fost cele mai favorabile 

scafolduri pentru adeziunea mărită a celulelor, după cum a arătat şi 

colorarea cu FDA (diacetatul de fluoresceină). Aceasta situație se regăsește 

și la alți timpi de până la 12 zile. În continuare am studiat 
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biocompatibilitatea şi capacitatea osteoinductivă a diferitor scafolduri 

realizate din HAP cu diferite concentraţii de Mg, Zn, Sr, Si asupra 

comportării osteoblastelor în privinţa diferenţierii finale la osteocite. 

 

  
                           (a)     (b) 

Fig. 7.5. Imuno-colorarea osteoblastelor: pentru colagen, în   verde cu 

FITC, osteocalcina, roşu cu Texas red, nucleele celulare, în  albastru, 

colorate cu DAPI. Imaginile au fost luate după 7 zile de cultivare a 

osteoblastelor pe scafolduri, realizate din HAP pur (a) şi HAPcomplex: HC 

(b): HAP-Mg(1,5%)-Zn(0,2%)-Si(0,2%)-Sr(1,5%).   
 

  
                (a)                                             (b)  

Fig. 7. 6. Imuno-colorarea osteoblastelor: pentru colagen, în  verde cu 

FITC, osteocalcina, roşu cu Texas red, nucleele celulare, albastru, colorate 

cu DAPI. Imaginile au fost luate după 7 zile de cultivare a osteoblastelor pe 

scafolduri, realizate (a) din HAP-Mg(1,5%)-Zn(0,2%)-Si(0,2%)-Sr(5%) şi 

(b) din HAP-Mg(1,5%)-Zn(0,2%)-Si(0,2%)-Sr(10%). 

 

Iniţierea procesului de mineralizare după 7 zile de cultivare s-a 

studiat prin colorarea imunocitochimică pentru exprimarea proteinei osoase 

precum osteocalcina şi osteopontina şi pentru sinteza de novo a colagenului. 

Toate aceste proteine sunt secretate de osteoblaste şi sunt componente ale 
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matricii osoase extracelulare. Osteocalcina se evidenţiază în  culoare roşie 

(Texas red), colagen-1A în verde (FITC) şi nucleele celulare, în albastru 

(DAPI). 

În urma interacţiunii dintre HAP şi osteoblaste s-a dezvoltat o 

matrice (Fig.7.5.a) conţinând colagen (verde) care poate fi observat atât ca 

fibrile cât şi ca aglutinate globulare, şi osteocalcina (roşu). Din contră, 

scafoldurile de HC cu 1,5% Sr (Fig. 7.5.b) prezintă o matrice mai puţin 

organizată, dar susţine proliferarea (densitate mare de nuclee celulare, 

colorate în  albastru).  

Scafoldurile HAP-Mg(1,5%)-Zn(0,2%)-Si(0,2%)-Sr(5%) au 

susţinut chiar şi după 7 zile proliferarea celulelor (Fig. 7.6.a), cu dezvoltarea 

unei matrici osoase cu cristale mai definite şi fibrile de colagen. Un aspect 

asemănător s-a observat pentru scafolduri de HC-10% Sr [HAP-Mg(1,5%)-

Zn(0,2%)-Si(0,2%)-Sr(10%), imagini date în  Fig. 7. 6.b, unde se observă o 

organizare sporită în fibre de colagen. S-a observat de asemenea o 

exprimare puternică pentru osteocalcină şi colagen 1A. 

 

   
              (a)                   (b) 

Fig. 7. 7. Imuno-colorarea osteoblastelor: pentru colagen, în   verde cu 

FITC, osteocalcina, roşu cu Texas red, nucleele celulare, albastru, colorate 

cu DAPI. Imaginile au fost luate după 7 zile de cultivare a osteoblastelor pe 

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

 

Scafoldurile din HAP cu 5% Sr şi HAP-10% Sr s-au dovedit a fi 

favorabile pentru proliferarea celulelor. S-a observat o exprimare mai 

puternică pentru osteocalcină pe scafold de HAP-5% Sr (Fig. 7.7.a) şi o 

organizare mai avansată a fibrelor colagen 1A, pe suport de HAP-10% Sr 

(Fig. 7. 7.b). 

Rezultatele obținute demonstrează rolul stimulator al 

biomaterialelor dezvoltate pe bază de hidroxiapatite dopate (multi-

substituite) cu Mg, Zn, Sr, Si (HAP-Mg-Zn-Sr-Si) asupra viabilităţii, 

proliferării şi diferenţierii celulare în mediu de cultură.  
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Această nouă generaţie de materiale bioactive, HAP-Mg-Zn-Sr-Si, 

sunt intens cercetate în privinţa inducerii unei osteointegrări rapide cu osul 

gazdă, prin promovarea proliferării şi diferenţierii celulelor, ca şi prin 

activarea căilor specifice de semnalizare celulara şi îmbunătăţire a expresiei 

genelor. Încorporarea anumitor elemente precum stronţiu, zinc, magneziu şi 

siliciu în grefele osoase prezintă un deosebit interes, datorită rolului lor de 

cofactori în procesele metabolice ale osului şi cartilajelor şi de asemenea 

pentru produşii de dizolvare ionici, care pot stimula proliferarea celulelor şi 

producerea de factori de creştere şi de matrice extracelulară.   

 Rezultatele obținute sugerează că aceste biomateriale, HAP-Mg-

Zn-Sr-Si, dețin potenţiale aplicaţii în repararea defectelor osoase şi în 

tratarea fracturilor de os osteoporotic. 

 

8.  NANOSTRUCTURI: HIDROXIAPATITĂ, AgNP  ÎN MATRICE 

POLIMERICĂ. Nou cement de oase de interes biomedical 

 

Deşi ingineria de înlocuire totală a articulaţiilor a devenit obişnuită 

în ultimii ani, problemele din cauza infecţiei bacteriene rămân o complicaţie 

semnificativă în urma acestui procedeu. Obiectivul acestui studiu a fost de a 

obţine o serie de cementuri de oase (Tabel 8.1) cu auto-întărire pe bază de 

hidroxiapatită (HAP) cu nanoparticule de argint (AgNP), notat HAP-Ag 

(caracterizat prin XRD, Fig. 8.3), şi ZrO2, încorporate într-o matrice 

polimerică pe bază de 2,2-bis[4-(2-hidroxi-3-metacriloil-oxi-propoxi)-

fenil]propan/dimetacrilat de trietilenglicol. [G. Furtos, M. Tomoaia-Cotisel, 

C. Garbo, M. Şenilă, N. Jumate, I. Vida-Simiti, C. Prejmerean, New 

composite bone cement based on hydroxyapatite and nanosilver, Particulate 

Science and Technology, 31 (4), 392-398 (2013)]. Interacţiunea dintre 

pulberea anorganică şi apă depinde de tipul, conţinutul şi dimensiunea 

umpluturii, ca şi de  caracteristicile matricii polimerice: polaritate (hidrofilă 

sau hidrofobă) şi grad de conversie.  

Noile biomateriale nanostructurate de tip compozit obținute au fost 

testate pentru eliberarea ionilor de Ag
+
, care a crescut în timp şi a depins de 

conţinutul de argint din cement. Cea mai ridicată eliberare de argint s-a 

înregistrat la cementul cu 1,26 %g argint.  

Aceste biomateriale nanostructurate au fost testate şi pentru 

proprietățile mecanice: rezistenţa la compresie (CS) şi modulul de 

compresie (CM), precum şi pentru radioopacitate.  

Rezistenţa la compresie (CS) s-a determinat într-o maşină 

universală de testare (Lloyd LR5Kplus, UK) la o viteză de încărcare de 0,75 

mm/min până la rupere. Curbele de deflecţie a sarcinii au fost înregistrate 
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cu ajutorul software-ului specific instalației (Nexygen; Lloyd Instruments). 

Valoarea CS în MPa s-a calculat cu următoarea ecuaţie 3: 

 
unde F este sarcina aplicată (N), iar r este raza probei cilindrice, măsurată 

înaintea încercării (2mm). 

Valoarea CM (GPa) s-a determinat din panta porţiunii elastice a 

curbei solicitare-deformare (dσ-dε). 

Rezultatele arată că CS pentru cementul de oase a fost între 133,37 

şi 146,70 MPa, iar CM a fost între 1,68 şi 1,82 GPa (p > 0,05). Cele mai 

ridicate valori CS au fost obţinute pentru cementurile C1 şi C3 şi această 

comportare ar putea fi explicată prin gradul mai ridicat de reticulare în 

matricea polimerică. S-a observat o uşoară creştere a CM pentru probele cu 

raport 1,5/1 pulbere/lichid. Adăugarea de AgNP şi ZrO2 a mărit 

radioopacitatea cementului de oase experimental. 

 

Tab. 8.1. Compoziţiile cementurilor de oase 

Cod 

cement 

Componente (%g) P/L* 

C0 Hap (50%), Monomeri (50%)    1/1 

C1 Hap_Ag (50%), Monomeri (50%)   1/1 

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

C3 Hap_Ag (25%), ZrO2 (25%), Monomeri (50%)  1/1 

C4 Hap_Ag (35%), ZrO2 (25%), Monomeri (40%)   1,5/1 

*P = pulbere; L = monomeri lichizi  

 

 
Fig. 8.3. Spectre de difracţie a razelor X pe pulberi de Hap-Ag 
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Se observă o creştere a valorilor radioopacităţii de la 0,38 mm Al 

pentru cementul C0 la 3,91mm Al pentru cementul C4. Rezultatele arată o 

diferenţă mare între radioopacitatea cementurilor cu pulberi de HAP, HAP-

Ag şi cementurile cu pulbere de HAP_Ag şi ZrO2. 

Pentru mărirea duratei de viaţă a implanturilor cementate şi în 

consecinţă, îngrijirea pacientului, este vitală îmbunătăţirea proprietăţilor 

mecanice, radioopacității şi biocompatibilității materialelor sau obținerea 

osului nou la interfaţa cement-os. 

Adăugarea de AgNP în aceste biomateriale a avut scopul de a 

furniza o activitate antimicrobiană. Nanoparticulele de argint prezintă 

proprietăţi antimicrobiene eficiente datorită suprafeţei lor extrem de mari, 

care asigură un contact mai bun cu microorganismele. Folosind AgNP ca 

umplutură în materialele compozite, va creşte dispersarea nanoparticulelor 

de argint la suprafaţa cementului de oase şi la interfaţa os-cement.  

Creşterea raportului P/L (Tab. 8.1) şi adăugarea de pulberi de 

AgNP şi ZrO2 au ajutat la îmbunătăţirea radioopacităţii cementurilor în 

ordinea următoare: 0,38 mmAl (C0) < 0,88 mmAl (C1) < 1,24mmAl (C2) < 

3,47mmAl (C3) < 3,91mmAl (C4). 

Rezultatele obtinute propun aceste biomateriale pentru potenţiale 

aplicaţii clinice.  

 

9. CONCLUZII GENERALE 

 

Teza de doctorat prezintă strategiile de dezvoltare a 

nanostructurilor/biomaterialelor de interes biologic și biomedical care au 

condus la realizarea unor nanostructuri inovative proiectate și realizate 

pentru stimularea răspunsurilor celulare specifice la nivel molecular.  

Biomaterialele obținute au fost caracterizate prin metode fizice, 

chimice și biologice adecvate: XRD, FTIR și Raman spectroscopies, TEM, 

SEM, AFM, măsurători BET și de potențial zeta, și prin teste biologice 

doveditoare pentru adeziunea, proliferarea și diferențierea osteoblastelor in 

vitro. 

Rezultatele obţinute arată că modificările în compoziţia şi structura 

hidroxiapatitei pot accelera formarea şi remodelarea osului, cu potenţiale 

aplicaţii biologice şi biomedicale.   

În capitolul 1, s-au preparat şapte serii de nanostructuri 

(biomateriale), pe baza de hidroxiapatite, cu proprietăți controlate: diverse 

grade de cristalinitate și porozitate precum și diferite dimensiuni și forme de 

nanoparticule, calcinate sau necalcinate. Aceste caracteristici asigură o bună 

activitate biologică, pentru potenţiale utilizări biomedicale.  
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Obiectivul cercetării în capitolul 2 a fost de a cerceta efectele 

substituirii cu silicat în reţeaua hidroxiapatitei (HAP) asupra proprietăţilor 

sale chimice şi fizice şi a răspunsului biologic al osteoblastelor in vitro. S-a 

utilizat o metodă chimică umedă pentru a sintetiza patru pulberi de HAP 

substituit cu silicat (Si-HAP), cu  0,47; 2,34; 4,67 şi 9,34 %g Si, liofilizate 

şi calcinate la 650
o
C, 1h.  

Biomaterialele au fost caracterizate fizic şi chimic, prin XRD, 

spectroscopie FTIR şi Raman, ca şi prin imagistică TEM, SEM şi AFM şi 

cercetate în privinţa influenţei asupra adeziunii şi proliferării celulare şi 

expresiei proteinei, în culture de osteoblaste umane, folosind teste de 

viabilitate, MTT şi Alamar blue şi colararea imunocitochimică a 

osteoblastelor, având în vedere potenţiala lor folosire în repararea şi 

regenerarea osoasă.  

Scafoldurile din nanostructuri Si-HAP au o mai bună acţiune de 

stimulare a osteoblastelor decât HAP pur. Scafoldurile din HAP-Si(0,47%) 

şi HAP-Si(2,34%) apar ca având cea mai bună acţiune dintre cele patru 

nanomateriale Si-HAP, pentru proliferarea osteoblastelor. Aceste rezultate 

sugerează că biomaterialele Si-HAP joacă un rol important în reglarea 

proliferării şi diferenţierii osteogenice a osteoblastelor la osteocite, ca şi în 

formarea osului, având potenţiale aplicaţii în repararea defectelor osoase.   

În capitolul 3 s-a realizat sinteza a cinci serii de noi nano-

hidroxiapatite (HAP) poroase, substituite cu diferite cantităţi de Zn (HAP-

Zn), de la 0.2 la 10% g în prezenţa unui surfactant, L-asparagina, pentru a 

controla distribuţia dimensiunii porilor şi morfologia nanopulberilor 

obţinute, folosind un procedeu de co-precipitare. Astfel s-a dezvoltat o nouă 

abordare pentru prepararea de nanopulberi de HAP-Zn cu nucleaţie şi 

capacitate de cristalizare îmbunătăţită. Măsurătorile XRD au indicat HAP 

drept unica fază prezentă şi au evidenţiat natura nanostructurată a 

biomaterialelor obţinute. Spectrele FTIR au confirmat de asemenea prezenţa 

structurii de HAP. Imaginile TEM, SEM şi AFM au arătat morfologia 

nanostructurilor HAP-Zn. Analiza BET a permis caracterizarea suprafeţei 

specifice şi porozităţii probelor. Noile nanopulberi sunt proiectate pentru a 

fi folosite în chirurgia ortopedică, în special pentru tratamentul osteoporozei 

şi ca substitute de os, dar şi în stomatologie pentru remineralizarea 

smalţului. 

In capitolul 4, se indică prepararea a patru noi hidroxiapatite 

substituite cu stronţiu, HAP-Sr, cu grad ridicat de cristalinitate, printr-un 

procedeu nou de sinteză chimică umedă, asistată de substanţe şablon 

(templates) (etilendiamină şi o-toluidină). Hidroxiapatitele sintetizate 

corespund formulei Ca10-xSrx(PO4)6(OH)2, unde x = 0 (hidroxiapatită pură, 

HAP), 0,59; 1,21 şi 1,87 (HAP-Sr), precum şi 10, corespunzând la 
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substituirea totală a calciului cu stronţiu (SrHAP). Ele au fost caracterizate 

prin XRD, FTIR şi spectroscopie Raman, precum şi TEM şi AFM. Aceste 

noi nanobiomateriale HAP-Sr prezintă potenţiale aplicaţii în ingineria 

biomedicală, în special în domeniile ortopedic, stomatologic şi maxilo-

facial. 

In capitolul 5, s-a preparat in premieră, nanohidroxiapatită dopată 

cu Ag (0.25 % g), Au (0.025 %) şi Zn (0.2 %), (HAP-Ag-Au-Zn), printr-un 

procedeu inovativ pe cale umedă, cuplat cu un process de reducere. Nano 

HAP-Ag-Au-Zn s-a amestecat cu nanoparticule de argint (AgNP), 

sintetizate în prealabil, obţinând un nou material: HAP-Ag-Au-Zn cu 

AgNP, notat HAP-Ag.  În final s-au obţinut compozite cu matrice organică, 

având ca umplutură HAP şi/sau HAP-Ag, dintr-un amestec de monomeri 

(bis-GMA, 60%  şi TEGDMA, 40%), care au fost polimerizaţi pentru 

diferite concentraţii de AgNP, până la 5.4 %. Aceste opt serii de noi 

compozite realizate prezintă semnificative proprietăţi antimicrobiene. 

Efectul inhibitor s-a observat pentru 5 specii microbiene testate: 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., Bacillus 

cereus şi Candida albicans.  

În cadrul cercetărilor interdisciplinare recente, am demonstrat că 

hidroxiapatitele au rol de transportor al AgNP sau al diverșilor complecși de 

argint-diverse biomolecule sau zinc și diverse biomolecule cu efecte 

antimicrobiene importante împotriva diferiților patogeni: Escherichia, 

Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Candida și Prototheaca.  

Rezultatele obținute arată că aceste compozite pot fi considerate ca 

fiind un material antimicrobian promiţător pentru acoperirea implanturilor 

ortopedice şi stomatologice sau pentru cimenturi osoase în aplicaţii 

chirurgicale, precum și în tratamentul diverselor infecții la animale.  

În capitolul 6 se prezintă hidroxiapatite multi-substituite, 

conţinând Mg, Zn, Sr şi Si în reţeaua hidroxiapatitei (HAP), preparate 

printr-o metodă chimică umedă care permite substituirea simultană a ionilor 

în locul calciului, ca şi a grupelor fosfat şi OH
-
. Cele patru noi 

hidroxiapatite au fost sintetizate în premieră, şi anume: o HAP complexă, 

HAP-1,5%Mg-0,2%Zn-0,2%Si (HAPc); HAPc cu 5%Sr (HAPc-5%Sr) şi 

HAPc-10%Sr, inclusiv HAP pură, obţinută în aceleaşi condiţii.  

S-a cercetat efectul elementelor substituente Sr, Mg, Zn şi Si 

asupra structurii şi morfologiei HAP, folosind diferite tehnici de 

investigare: XRD, spectroscopie FTIR şi Raman, imagistică TEM, SEM şi 

AFM, măsurători de potenţial zeta şi BET, precum și studiul solubilităţii în 

diverse medii apoase: apă ultrapură și SBF.   

Hidroxiapatitele substituite eliberează în cantitate mai mare Ca şi P 

decât HAP pură, deci prezenţa elementelor substituente măreşte 
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solubilitatea hidroxiapatitei. Cantitatea de P eliberată este mai ridicată decât 

cea care ar corespunde raportului stoichiometric P/Ca, deci are loc o 

dizolvare incongruentă. Cantităţile de Mg şi Sr eliberate sunt de asemenea 

mai mari decât cele care ar corespunde conţinutului lor în proba solidă; 

magneziul pare a fi eliberat cel mai uşor.  Valoarea pH-ul mediului a 

prezentat unele mici variaţii, între 6 şi 7. 

 Capitolul 7 prezintă răspunsul celular al osteoblastelor in vitro la 

nanostructurile din HAP dopate cu Mg (1,5 %), Zn (0,2 %), Sr (5 % şi 10 

%) şi Si (0,2 %) (sintetizate în Cap. 6), auto-asamblate în 4 scafolduri 

poroase realizate din HAP stoichiometric, HAP-Mg-Zn-Si (notat HAP 

complex: HAPc), HAPc-5%Sr and HAPc-10% Sr, în mediul de cultură, 

timp de 1, 3, 7, 21, 28 de zile. Au fost aplicate teste de viabilitate, incluzând 

adeziunea şi proliferarea, folosind MTT, Alamar blue şi diacetatul de 

fluoresceină, ca şi expresia proteinei celulare pentru markerii osteoblastelor: 

colagen-1, fosfataza alcalină, osteopontina, osteocalcina şi osteonectina din 

teste celulare adecvate. Rezultatele lor evidenţiază răspunsul celular la 

nivelele de Sr şi sugerează că se ajunge la un efect optim cu HAP substituit 

cu 1,5%Mg, 0,2%Zn, 0,2%Si şi 10%Sr prin efectul tuturor elementelor 

folosite în doparea HAP, asupra activităţii osteoblastelor. Rezultatele 

obţinute sugerează că aceste biomateriale, HAP-Mg-Zn-Sr-Si, au potenţiale 

aplicaţii în repararea ţesutului osos şi în tratamentul fracturilor osului 

osteoporotic. 

Capitolul 8 prezintă nanostructuri formate din hidroxiapatită, 

nanoparticle de argint, AgNP, şi ZrO2, încorporate în matrice polimerică 

obtinându-se patru noi serii de cementuri de oase de interes biomedical. 

Biomateriale nanostructurate obținute de tip compozit au fost testate pentru 

eliberarea ionilor de Ag
+
 şi pentru proprietățile mecanice: rezistenţa la 

compresie (CS) şi modulul de compresie (CM), precum şi pentru 

radioopacitate. Rezultatele obținute propun aceste biomateriale, cu efecte 

antimicrobiene sporite, pentru potenţiale aplicaţii clinice.  
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