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INTRODUCERE 
 

Milioane de pacienţi din întreaga lume suferă în fiecare an pierderi importante de 

ţesut osos datorate diverselor boli, traumatisme sau afecţiuni congenitale, de cele mai multe 

ori acestea conducând la dizabilităţi premature şi la reducerea calităţii vieţii bolnavilor [1–3]. 

Aproximativ 500.000 de intervenţii chirurgicale de grefare de țesut osos sunt realizate anual 

în Statele Unite ale Americii şi peste 2,3 milioane la nivelul întregii lumi, acestea fiind 

destinate în principal reparării defectelor în ortopedie, chirurgie cranio-maxilo-facială şi 

neurochirurgie [3,4]. Aceste cifre vor creşte exponențial în următorii 10 - 15 ani, datorită 

dublării populaţiei americane cu vârsta de peste 65 de ani [5] şi creşterii speranţei de viaţă a 

populaţiei întregii lumi. 

Ingineria ţesutului osos se concentrează pe procesele de regenerare ale ţesutului 

natural. Osul, complex bine vascularizat, indică faptul că ingineria acestui ţesut este un 

domeniu interdisciplinar bazat pe combinarea a trei componente principale: celulele, 

moleculele semnalizatoare şi o structură artificială macroporoasă (suport macroscopic sau 

scaffold) ce acţionează ca o construcție temporară de suport, creştere şi proliferare celulară. 

Scaffold-urile mimează matricea extracelulară şi trebuie să ofere proprietăţi mecanice 

potrivite şi o porozitate adecvată pentru a da posibilitatea de creştere şi vascularizare a 

ţesutului [6]. În mod ideal, materialul creat nu trebuie să posede doar osteoconductivitate, ci 

şi osteoinductivitate şi trebuie să fie biodegradabil. 

Prezenta teză este structurată în 9 capitole, alături de subcapitolele aferente. Primele 

două capitole reprezintă stadiul actual al cunoașterii în domeniul temei abordate, fragmente 

ce încearcă să pună în valoare importanţa deosebită a creării şi aplicării unor structuri 

bioactive viabile, cu scopul final de a vindeca mai rapid şi mai eficient un ţesut lezionat. 

Obiectivele proiectului pun în lumină abordarea pe care autorul şi colaboratorii au avut-o 

asupra întregii lucrări, secţiunea de metode de sinteză şi metode de investigare descriind în 

detaliu complexitatea şi diversitatea planului de lucru atât prin prisma unor tehnici de 

caracterizare structurală, cât şi prin unele tehnici experimentale in vitro şi in vivo. Secțiunea 

de rezultate, cuprinde 4 studii distincte, care accentuează definitoriu scopul acestei lucrări, în 

timp ce în capitolul de concluzii şi perspective sunt detaliate neajunsurile întâmpinate şi 

nevoia unei evoluţii în proiectele ce vor urma. 
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1. ELEMENTE FUNDAMENTALE DE OSTEOLOGIE 
 

Structural, osul compact este un material dens şi complex ce se delimitează prin 

unităţi de bază numite osteoni. Fiecare osteon cuprinde lamele concentrice osoase ce 

înconjoară un canal central numit canal Haversian [7,8]. Lamelele de os sunt alcătuite dintr-o 

matrice (organică şi minerală) şi celule specializate numite osteocite. Această matrice este 

formată din fibre de colagen, cristale de fosfat de calciu şi o substanţă fundamentală ce 

conţine în principal mucopolizaharide [9,10]. Osul din diferite părţi ale scheletului diferă în 

ceea ce priveşte proporţia şi dispunerea colagenului, fosfatului de calciu şi cementului 

fundamental, astfel se disting două tipuri osoase cum sunt osul spongios (trabecular) şi osul 

compact [11]. Osul este considerat un ţesut conjunctiv foarte specializat, format pe baza unor 

ţesuturi mai puţin specializate printr-un proces numit osificare, osteogeneză sau mai 

simplificat formare osoasă [10]. În timpul formării osoase anumite celule modificate ale 

ţesutului conjunctiv numite osteoblaste, produc un material la început amorf, mai târziu 

acesta devenind dens-fibros fiind numit osteoid. Cristalele de fosfat de calciu sunt apoi 

depuse în osteoid, transformându-l într-o matrice [9,11]. Osteoblastele tind să fie capturate în 

propria secreţie şi pe măsură ce matricea se întăreşte în jurul lor, acestea devin osteocite.  
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2. BIOMATERIALE ÎN INGINERIA ȚESUTULUI OSOS 
 

Milioane de proteze ortopedice fabricate din materiale bioinerte, au fost implantate 

primind o garanţie de funcţionare de aproximativ 15 ani, în 75 până la 85% din cazuri. 

Aliajele metalice îmbunătăţite (titan, oţel inoxidabil 316L, 420, 440), polimerii şi ceramicile 

de nivel înalt (ZrO2, Al2O3) sunt motivul pentru care aceste instrumente medicale de succes 

au ameliorat calitatea vieţii a milioane de pacienţi din întreaga lume [12–17]. Totuşi, o 

creştere accelerată a speranţei de viaţă în rândul populaţiei globale, necesită o perioadă de 

funcţionare a unor astfel de dispozitive medicale, mai mare de 30 de ani [14,18]. Astfel, 

pentru a satisface această nevoie, a fost propusă o schimbare de direcţie care presupune 

susţinerea regenerării ţesuturilor lezionate în schimbul înlocuirii acestora cu materiale 

substituente inerte. O asemenea schimbare, de la o abordare de tip material-biomecanism, la o 

regenerare tisulară biologică, necesită o înţelegere mult mai profundă a biologiei moleculare 

[19]. În utilizarea clinică curentă pot fi descrise trei categorii de materiale după cum urmează: 

resorbabile, bioactive și inerte. 

Răspunsul biologic exercitat asupra unei sticle bioactive sintetizate prin sol-gel după 

formula CaO-P2O5-SiO2 furnizează dovezi că regenerarea osoasă este posibilă. Moleculele 

biologice pot realiza schimburi cu straturile hidratate ale materialului poros, menţinându-şi 

conformaţia şi activitatea biologică [17,20–22].  

Abordarea nanotehnologiei în ingineria medicală, a fost propusă pentru o gamă largă 

de aplicaţii biomedicale, utilizând termenul de nanomedicină. Nanoştiinţa şi nanotehnologia 

reprezintă două noţiuni atractive în raport cu medicina regenerativă şi ingineria tisulară 

deoarece, în primă fază, interacţiunea dintre celulă şi biomaterial se realizează la nivel nano 

(ex. < 100nm) [23]. La scală nanometrică, proprietăţile care determină interacţiunile de tip 

celulă-biomaterial, cum sunt, suprafaţa specifică, porozitatea, hidrofilicitatea şi 

umectabilitatea, proprietăţi ce influenţează adeziunea celulară şi oferă fuziunea cu ţesutul 

gazdă, sunt fundamental diferite faţă de cele la scală micrometrică [24,25]. 

Pentru ţesutul osos, fuziunea cu sticla bioactivă are loc datorită echivalenţei biologice 

dintre componenta anorganică osoasă şi stratul de HAC format pe suprafaţa materialului [26]. 

În ceea ce priveşte ţesutul moale, fibrele de colagen sunt chemoresorbite de stratul poros 

bogat în SiO2, prin forţe electrostatice, interacţiuni ionice sau legături de hidrogen. În acest 

caz HA este precipitată şi cristalizată pe fibrele de colagen şi pe suprafaţa sticlei [27].  

Termenul de scaffold, defineşte o structură (suport macroscopic) sintetizată artificial 

cu scopul de a susţine şi promova regenerarea tisulară fiziologică. În general, scaffold-urile 

au fost gândite şi concepute pentru utilizarea în ingineria ţesutului osos. Astfel de structuri 

sunt fabricate de regulă din materiale degradabile, poroase, care pot asigura suportul mecanic 

necesar pe parcursul reparării şi regenerării osului afectat [28,29]. 

În cazul scaffold-urilor bioactive, este necesar a se putea controla solubilitatea 

materialului. Un material cu o solubilitate redusă este necesar, dacă scaffold-ul este conceput 

să reziste un timp îndelungat. O rată de disoluţie controlată este indispensabilă în cazul 

sintetizării unui scaffold destinat augmentării osoase, cu un material precum 45S5 Bioglass® 

[18,30]. Prin urmare, o înţelegere fundamentală a factorilor care influenţează solubilitatea şi 
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bioreactivitatea reprezintă un element cheie pentru dezvoltarea de noi materiale ce pot 

îmbunătăţi regenerarea tisulară in situ [31–33]. 

Limitările metodelor convenționale au dus la utilizarea tehnologiilor de prototipare 

rapidă (rapid prototyping technology) (RP), pentru perfecționarea modelului inițial și 

fabricarea unor scaffold-uri 3D cu rețele poroase interconectate. În ultimii ani, tehnicile 

computerizate de ierarhizare (CTD și SFF) au permis proiectarea unor structuri anatomice, cu 

o arhitectură poroasă, care pot menține echilibrul între funcții și rezistența mecanică. Astfel 

de metode au facilitat fabricarea unor schele controlate, din polimeri, hidrogeluri, ceramici și 

chiar din metale biocompatibile [34]. 

Prin urmare, provocarea majoră în dezvoltarea unui scaffold, stă în primul rând în 

alegerea unei combinații potrivite de biomateriale, cu un bagaj necesar de proprietăți. Acest 

domeniu este încă deschis unor idei și încercări noi prin care să poată fi creată cea mai 

potrivită structură, care să conţină întreaga paletă de caracteristici indispensabile unei 

substituții eficiente de țesut, in vivo. 

Selecția materialelor 

 

 Argint 

Acest element, în concentraţii moderate, este binecunoscut pentru calităţile sale 

antimicrobiene, împotriva unui spectru larg de bacterii Gram pozitive şi Gram negative, 

fungi, protozoare şi anumite tipuri de virusuri [35,36]. Argintul este de asemenea eficient 

împotriva tulpinilor rezistente şi a bacterilor implicate în infecțiile intraspitaliceşti, 

postoperatorii [37,38]. Acest metal, cu binecunoscutele lui proprietăţi antiseptice, a fost 

utilizat de-a lungul timpului în fabricarea unor largi varietăţi de materiale cum sunt sticlele 

bioactive, aliajele de titan şi polimerii [36,39,40].  

 

 Aur 

Aurul, metalul considerat cel mai prețios de multe civilizații antice, și-a făcut loc și în 

procedurile medicale, din vechime și până în prezent, cucerind numeroase domenii, de la 

industria farmaceutică la cea oncologică [41,42].   

Cu toate că aurul este un metal nobil și un material des utilizat datorită rezistenței lui 

la oxidare, proprietăților fizice, optice, magnetice și electrice, el poate forma o multitudine de 

alți compuși. Stările de oxidare ale aurului, în diverșii lui compuși, variază de la -1 la +5, 

dominante fiind totuși Au(I) și Au(III). 

Nanoparticulele de aur s-au dovedit a fi materiale atractive pentru aplicații în biologie 

și medicină, în principal datorită proprietăţilor lor fizice şi chimice. Ca și adjuvant în 

ingineria tisulară, aurul și AuNP, joacă un rol important, având capacitatea de a potența sau 

chiar de a adăuga noi caracteristici, materialelor destinate regenerării tisulare [43]. Astfel, 

aceste nanostructuri sunt considerate în momentul de față cele mai stabile NP metalice 

[44,45].  

 

 Cupru 
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Similar argintului, cuprul, este de asemenea folosit de mii de ani în domenii precum 

cel alimentar şi medical. Numeroase studii sugerează că prin introducerea ionilor de Cu2+ 

într-o matrice bioactivă, este posibilă îmbunătăţirea angiogenezei prin stabilizarea expresiei 

factorului de inducţie al hipoxiei (HIF-1α) [46]. Acest factor, joacă un rol extrem de 

important atât în recrutarea şi diferenţierea celulară, cât şi în formarea vaselor sangvine 

[47,48]. Cuprul reprezintă un co-factor esenţial, activator al unui număr însemnat de proteine, 

însă homeostazia acestuia trebuie îndeaproape controlată [49]. Excesul sau administrarea 

defectuoasă a acestui element, poate duce la o toxicitate celulară deosebită datorită reacțiilor 

redox accidentale, catalizate de cuprul liber [50].  

Ionii de cupru au fost raportaţi ca fiind cea mai activă specie în ceea ce priveşte 

acţiunea antibacteriană [51,52]. Reactivitatea crescută la contactul cu bacteriile sau celulele, 

se datorează migrării Cu2+ în mediul înconjurător [53]. 

 Alginatul de sodiu     

Alginatul este un biopolimer întâlnit în algele marine, cu precădere în algele brune 

(Phaeophyceae) [54]. Acesta este extras din peretele celular al ierburilor de mare, prin 

tratarea cu soluții apoase alcaline, în mod frecvent cu NaOH. Extractul este filtrat și apoi, în 

prezența anumitor cationi divalenți (Ca2+, Sr2+, Ba2+) alginatul precipită. În urma purificării 

este obținut alginatul de sodiu solubil în apă [55–57]. 

Alginatul este activ utilizat de zeci de ani în industria alimentară și în ultimii ani, ca și 

material de bază în ingineria tisulară [54]. În ultimul timp, acest polimer natural este 

considerat de cercetători unul dintre cele mai indicate materiale pentru formarea de scaffold-

uri compozite, datorită îndeplinirii tuturor caracteristicilor amintite anterior, în plus el este și 

non-imunogenic, o proprietate deosebit de importantă când este luată în calcul activitatea 

acestuia in vivo [54,55]. Cu toate acestea, alginatul prezintă și câteva dezavantaje cum ar fi 

degradarea enzimatică deficitară în organismul mamiferelor și neaderența celulară naturală 

[58,59]. În ultimul deceniu, aceste neajunsuri au fost studiate pentru a putea fi depășite, 

ajutând la valorificarea mult mai intensă a hidrogelurilor pe bază de alginat [60]. 

 Pullulan 

Pullulanul este un polimer (exopolizaharid) natural, liniar și neramificat, produs în 

principal de fungul Aureobasidium Pullulans [61]. Structura acestui compus constă în 

principal din unități legate α-1,6 maltotriose (G3) (Fig. 2.4.4.1). Aceste unități repetitive G3 

conțin două legături glicosidice α-1,4 [62]. Pullulanul conține nouă grupări hidroxil pe fiecare 

unitate repetitivă din structura sa, oricare dintre acestea putând fi înlocuite fără efort de altă 

grupare chimică, pentru ai potența proprietățile de suprafață [63,64]. Proprietățile mecanice 

excelente ale acestui exopolizaharid alături de biocompatibilitate, hemocompatibilitate, 

hidrofilicitate, non-mutagenicitate și non-toxicitate, il fac un material promițător în ingineria 

tisulară [65–68]. Singura limitare a acestui polimer este incapacitatea acestuia de a furniza o 

suprafață pe care celulele să adere și să prolifereze în mod natural și eficient [69]. Totuși, 

acest neajuns a fost depășit prin diverse tehnici de depunere a HA pe suprafață, încorporarea 

în structură a unor mici grupuri funcționale (arginină-glicină-aspartat) sau combinarea cu 

polimeri recunoscuți de celule (gelatină, colagen) [70–73]. 
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Scopul tezei 

 Scopul principal al acestei teze de doctorat a fost conceperea unui material care pe de 

o parte să îndeplinească criteriile de bază apărute în literatura de specialitate referitoare la 

structură, bioactivitate și biocompatibilitate, iar pe de altă parte să reușească să completeze 

câteva din neajunsurile prezente în momentul de față în ingineria țesutului osos. 
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3. METODE DE SINTEZĂ 
 

3.1 Sinteza sticlelor prin metoda sol-gel 

Precursorii utilizați în sinteza primelor două compoziții au fost tetraetilortosilicatul 

(TEOS), trietilfosfatul (TEP), nitratul de calciu tetrahidrat (Ca(NO3)2x4H2O), nitratul de 

cupru trihidrat (Cu(NO3)x3H2O) și nitratul de argint (AgNO3). Hidroliza a fost efectuată în 

prezența acidului azotic (HNO3), iar raportul molar între (HNO3+H2O)/(TEOS+TEP) a fost 

egal cu 8. Stabilizarea probelor s-a efectuat prin tratament termic, la o temperatură de 600ºC.  

3.2 Sinteza nanoparticulelor de aur şi stabilizarea lor cu Pluronic 

F-127 

AuNP au fost sintetizate prin metoda Turkevich-Frens [74]. Pe scurt, acidul cloroauric 

a fost dizolvat în apă ultrapură până la o concentraţie a soluției de 10-3M, iar apoi soluţia a 

fost adusă la punctul de fierbere sub agitare continuă. Apoi, 38,8 x 10-3 citrat trisodic a fost 

adăugat rapid în soluţie, într-un raport volumic de 10:1. Procesele de fierbere şi agitare au 

continuat apoi pentru încă 30 de minute, iar apoi, coloidul a fost răcit la temperatura camerei. 

AuNP obţinute au fost stabilizate cu Pluronic F127 prin simpla amestecare a soluţiei 

coloidale cu soluţia polimerică, până la o concentraţie finală de 0,5 x 10-3 M. 

3.3 Sinteza de scaffold-uri din sticle bioactive 

Polimerul PVA a fost dizolvat în apă ultrapură. Ulterior, în soluţia obţinută, a fost 

adăugată matricea silicatică (SiO2-CaO-P2O5). În amestecul obţinut au fost imersate pentru 

câteva minute bucăţi cubice de burete polimeric, cu diametrul de 1 cm. Aceste matriţe au fost 

apoi uscate la 60°C pentru 4 h iar apoi a fost repetat procedeul de imersare, pentru a produce 

o dublă acoperire. În final, probele obţinute au fost uscate la 60°C pentru 24 h. Schema de 

tratament termic a presupus o perioadă totală de 16 h. 

3.4 Sinteza materialului compozit (polimer-sticlă bioactivă) 

Pentru a obține soluția polimerică cu o concentrație finală de 4% (w/v), cei doi 

polimeri au fost dizolvați în apă ultrapură, la o temperatură de 80ºC, sub agitare continuă. 

Materialul bioactiv a fost adăugat în amestecul obținut, până s-a obținut o concentrație de 

0,5% sticlă [75,76]. Soluția compozit a fost picurată într-o soluție de 4% clorură de calciu, 

fiind obținute capsule cu diametrul de ~2-3 mm. 
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4. METODE DE INVESTIGARE 

 

4.1 Metode de investigare structurală şi morfologică 

4.1.1 Difracția de raze X (XRD) 

4.1.2 Spectroscopia de absorbţie în infraroşu (FT-IR) 

4.1.3 Spectrometria în ultraviolet şi vizibil (UV-Vis) 

4.1.4 Microscopia electronică de baleiaj (SEM) 

4.1.5 Spectrometria cu energie dispersivă de raze X (EDX) 

4.1.6 Microscopia electronică de transmisie (TEM) 

4.1.7 Rezonanța electronică paramagnetică/de spin (EPR) 

4.1.8 Spectroscopia fotoelectronică prin raze X (XPS) 

4.1.9 Suprafață specifică și volum de pori 

4.1.10 Spectrometria de masă-cu plasmă cuplată inductiv (ICP-Q-MS) 

4.1.11 Spectroscopia de fluorescență 

4.2 Teste in vitro 

4.2.1 Bioactivitatea 

4.2.2 Biocompatibilitatea 

4.2.3 Eliberarea ionică 

4.2.4 Activitatea antibacteriană 

4.2.5 Viabilitatea și proliferarea celulară 

4.2.6 Sterilizarea probelor 

4.3 Teste in vivo 

4.3.1 Selecția materialului biologic 

4.3.2 Proceduri chirurgicale 

4.3.3 Dozarea osteocalcinului seric 

4.3.4 Managementul durerii 

4.3.5 Imagistică medicală 

4.3.6 Fotografie digitală 

4.3.7 Metoda Necropsică.  

4.3.8 Metoda Histologică 
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5. SINTEZA ȘI CARACTERIZAREA UNOR STICLE 

SILICATICE DOPATE CU DIFERITE CONCENTRAȚII DE 

OXID DE ARGINT (Ag2O) ÎN VEDEREA UTILIZĂRII 

ACESTORA ÎN INGINERIA ȚESUTULUI OSOS 
 

5.1 Rezultate și discuții 

5.1.1 Caracterizarea structurală 

Reflexiile obținute prin măsurători de XRD pe probele supuse tratamentului termic de 

stabilizare dezvăluie o structură preponderent amorfă (Fig. 5.1.1.1 a). Cu toate acestea, în 

jurul valorii de 2θ~32º se pot observa câteva semnale asociate cu focare de cristalizare, valori 

specifice, care sugerează formarea fazei fosfatului tricalcic, întâlnit ca Ca3(PO4)2·H2O [77]. 

În spectrele FT-IR suprapuse, ale celor 5 compoziţii, se pot observa benzi de absorbţie 

caracteristice vibraţilor de întindere şi de îndoire a grupărilor Si-O-Si (1040 şi 860 cm-1), 

(510 cm-1) (Fig. 5.1.1.1 b). Apa este prezentă prin semnalul larg din jurul valorii de 1640 cm-

1. Banda de la valoarea de 1440 cm-1 indică existenţa grupării carbonat, iar semnalele de la 

valorile de 560 şi 580 cm-1 dovedesc prezenţa grupărilor fosfat [77]. 

Spectrele UV-Vis suprapuse, exprimă între valorile 300 şi 330 nm un semnal apărut 

datorită tranziţiei electronice în specii de Ag metalic (Fig. 5.1.1.1 c) [78]. Acest semnal creşte 

în intensitate, odată cu creşterea concentraţiei de oxid de argint adăugate [79]. Conform 

literaturii de specialitate, probele dopate cu Ag, pot dezvălui benzi de rezonanţă ale 

plasmonilor de suprafaţă, în intervalul 400 – 500 nm, ca o consecinţă a prezenţei AgNP 

[78,79]. Prin analiza amănunţită a spectrelor noastre, poate fi observată apariţia unui semnal 

de absorbţie, cu un maxim în jurul valorii de 420 nm (Fig. 5.1.1.1 c). Acest semnal este cel 

mai intens la proba cu x=0.5 mol% Ag2O şi este asociat cu existenţa AgNP, în matricea 

silicatică [79]. Forma benzii este asimetrică datorită unui alt semnal al rezonanţelor 

plasmonice de suprafaţă al aglomerărilor AgNP, care se suprapune peste semnalul dat de 

rezonanţele plasmonilor de suprafaţă ale AgNP izolate. Odată cu creşterea concentraţiei de 

argint, se poate observa o uşoară deplasare a benzii de la valoarea de 420 nm la 450 nm, ca o 

consecinţă fie a înmulțirii aglomerărilor de AgNP (cluster), fie a creşterii în dimensiune a 

acestora [78,79]. 



RADU ANGELIN MARIAN POPESCU                               CERCETĂRI PRIVIND OPTIMIZAREA IN VITRO ȘI IN VIVO A UNOR MATERIALE 

(REZUMAT TEZĂ)                                                 BIOACTIVE SILICATICE ÎN VEDEREA APLICĂRII ACESTORA ÎN INGINERIA TISULARĂ 

 

14 
 

 

Fig. 5.1.1.1 Măsurătorile XRD (a), spectrele FT-IR (b) și spectrele UV-vis (c) obținute pe probele din sistemul 

60SiO2·(32-x)CaO·8P2O5·xAg2O(mol%). 

5.1.2 Testarea bioactivităţii 

După imersarea timp de 7 zile în SBF, difractogramele probelor indică apariţia fazei 

de HA așa cum o dovedesc semnalele înregistrate la 2θ~26º şi 32º (Fig. 5.1.2.1 a). De 

asemenea, se pot observa semnale specifice pentru clorura de argint (AgCl) la 2θ~46º. Pentru 

a se putea face cu uşurinţă asocierea fazei apatitice şi a clorurii de argint, au fost adăugate și 

difractogramele celor două structuri ca şi referinţe [80]. Conform literaturii, clorura de argint, 

în cantități mici, nu are efecte negative asupra mediului biologic, mai mult decât atât, este 

preferată în detrimentul unei concentraţii mari de nanoparticule de argint [81]. 

În spectrele FT-IR ale probelor imersate în SBF timp de 7 zile, benzile de la valorile 

de 604 şi 564 cm-1 arată o intensitate asemănătoare la toate concentraţiile (Fig. 5.1.2.1 b). 

Acest lucru indică o bună bioactivitate în cazul tuturor probelor [77]. Cu toate acestea, proba 

cu un conţinut de 0.5 % mol Ag2O arată cel mai mare potenţial de bioactivitate, luând în 

considerare şi faptul că aceasta prezintă un semnal slab al clorurii de argint. 

 

Fig. 5.1.2.1 Difractogramele (a) și spectrele FT-IR (b) ale probelor din sistemul 60SiO2·(32-

x)CaO·8P2O5·xAg2O(mol%), după imersarea în SBF timp de 7 zile. 
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5.1.3 Testarea viabilităţii celulare 

 Viabilitatea în cazul tuturor probelor se situează în jurul valorii de 100%, astfel 

sugerând o bună compatibilitate cu ţesuturile vii. Cea mai bună evoluţie o are proba cu un 

conţinut de 0,5 mol% Ag2O, aceasta prezentând o creştere a proliferării celulare de-a lungul 

celor 3 concentraţii utilizate (75, 150 şi 300 µg/ml) (Fig. 5.1.3.1). 

  

 

Fig. 5.1.3.1 Diagrama viabilității celulare a probelor din sistemul 60SiO2·(32-x)CaO·8P2O5·xAg2O(mol%) 

5.1.4 Testarea proliferării celulare după includerea materialului bioactiv 

într-o structură polimerică (Alg-Pll) 

 Sticlele obținute în urma optimizării structurale, au fost incluse într-un amestec 

polimeric de alginat și pullulan (Alg-Pll), în vederea obținerii unor materiale care se pretează 

implantării ulterioare in vivo. Prin urmare, scaffold-ul astfel obținut a fost supus unor analize 

de viabilitate și proliferare celulară, pe două culturi specifice obiectivelor propuse. 

 Viabilitatea în cazul testării pe cultura de fibroblaste (Fig. 5.1.4.1 a) s-a dovedit a fi 

diminuată, cu o continuă tendinţă de scădere de la 24 la 48 de h. Aceste rezultate au pus în 

dificultate perspectiva utilizării lor în viitoare teste in vivo, o astfel de proliferare celulară 

nefiind compatibilă cu obiectivele propuse. 

De asemenea în cazul culturii osteoblastice (Fig. 5.1.4.1 b) rezultatele au fost 

comparabile cu cele prezentate anterior, probele compozit având o toxicitate ridicată. 
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Fig. 5.1.4.1 Diagrama proliferării celulare a probelor Alg-Pll-AgBG pe o cultură de fibroblaste (a) și osteoblaste 

(b). 

 

5.2 Concluzii 

În acest studiu, pe baza formulei primare SiO2-CaO-P2O5, a fost sintetizată o paletă 

largă de compoziţii cu conţinut variabil de oxid de argint. Difractogramele şi spectrele FT-IR 

şi UV-Vis au arătat caracteristici structurale care indică caracterul bioactiv al tuturor probelor 

investigate. Totuşi, concentraţiile de 0,5 şi 1,5 mol% Ag2O s-au remarcat ca fiind cele mai 

potrivite datorită lipsei formării de AgCl şi a caracterului intens bioactiv. 
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6. SINTEZA ȘI CARACTERIZAREA UNOR STICLE 

SILICATICE DOPATE CU DIFERITE CONCENTRAȚII DE 

NANOPARTICULE DE AUR (Au NP) ÎN VEDEREA 

APLICĂRII ACESTORA ÎN INGINERIA TISULARĂ 
 

6.1 Rezultate și discuții 

6.1.1 Caracterizarea structurală 

 AuNP libere dezvăluie o bandă plasmonică îngustă, în spectrul vizibil, în jurul valorii 

de 518 nm, caracteristică AuNP individuale, sferice (Fig. 6.1.1.1 a). După stabilizarea cu 

pluronic, se poate observa o deplasare cu 2 nm a maximului de absorbție (Fig. 6.1.1.1 a – 

banda roșie), care poate fi atribuită modificării indicelui de refracție din imediata apropiere a 

AuNP, ca o consecință a adsorbției polimerice. 

 Aceste AuNP au fost introduse într-o matrice de sticlă silicatică. În vederea obținerii 

unor informații mai amănunțite în ceea ce privește alternarea mărimii și morfologiei 

nanoparticulelor, în timpul preparării și stabilizării termice, au fost înregistrate și spectre de 

absorbție UV-vis (Fig 6.1.1.1 b). Deplasarea considerabilă a benzii roșii (de la valoarea de 

520 la 536 nm) (Fig. 6.1.1.1 a) indică prezența unor nanoparticule de dimensiuni mai mari. 

Acest comportament poate fi atribuit agregării/aglomerării NP, după includerea lor în 

matricea de sticlă. 

 

Fig. 6.1.1.1 Spectrele de absorbție al AuNP sintetizate (linia neagră), AuNP stabilizate cu pluronic F127 (linia 

roșie) în soluție apoasă (a) și spectrele UV-vis ale probelor de sticlă din sistemul 60SiO2(32-

x)CaO·8P2O5·xAu2O(mol%) (b). 

 

 

 Difractograma probei fără conținut de AuNP, prezintă îndeosebi caracteristici amorfe, 

cu câteva focare de cristalinitate la 2θ~32°, acestea putând fi asociate cu formarea fazei 

apatitice [82]. Prezența AuNP în matricea de sticlă, a fost confirmată prin tiparele XRD, unde 

linile de difracție pot fi asociate cu planele (111), (200), (220) și (311) unei fațete de pe 

structura cubică de Au (Fig. 6.1.1.2 a) [83]. 
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Spectrele FT-IR ale probelor de sticlă manifestă benzi de absorbție caracteristice, 

specifice unei matrice silicatice și așa cum a fost de așteptat, caracteristicile spectrale nu sunt 

influențate de AuNP, datorită conținutului scăzut al acestora (Fig. 6.1.1.2 b). Au putut fi 

identificate moduri vibraționale specifice grupărilor Si-O-Si, după cum urmează: moduri de 

întindere ale Si-O-Si la 1080 și 1200 cm-1 [84,85], punți de întindere nelegate de siliciu-

oxigen Si-O-NOB în jurul valorilor 890-975 cm-1 [86], vibrații de îndoire Si-O-Si la 800 cm-1 

[84] și Si-O-Si la ~460 cm-1 [86]. Vibrațiile de întindere ale grupărilor fosfatice apar sub 

formă de dublet, la valorile de 565 și 604 cm-1 [84,87]. 

 

Fig. 6.1.1.2 Difractogramele (a) si spectrele FT-IR (b) ale probelor din sistemul 60SiO2(32-

x)CaO·8P2O5·xAu2O(mol%). Difractograma aurului a fost inclusă în scop comparativ.  

 

6.1.2 Testarea bioactivităţii 

 După 7 zile de contact cu SBF, poate fi observată prezența HA auto-asamblate. Astfel, 

prezența fazei HA cristaline este clar vizibilă în difractograme, așa cum a fost evidențiat pe 

toate probele, prin reflexiile înregistrate la 2θ=25,4° (002) și 2θ=31,5° (211) (Fig. 6.1.2.1 a). 

Semnalele largi de difracție dintre unghiurile 2θ=30° și 2θ=34° corespund suprapunerii 

planurilor de reflexie (112), (300) și (202) ale HA cristaline [88]. Componentele suprapuse 

încep să se diferențieze la proba cu x=0,2. În cazul spectrelor FT-IR înregistrate după 

introducerea probelor în SBF, prezența dubletului localizat în jurul valorilor de 604 și 564 

cm-1 devine mult mai accentuată (Fig 6.1.2.1 b). Aceste două benzi sunt atribuite vibrațiilor 

de îndoire ale P-O și sunt semnale caracteristice fazei HA cristaline [80,84]. 

 HA proaspăt formată este vizibilă pe suprafața tuturor probelor (Fig. 6.1.2.2). Cu toate 

că un strat apatitic acoperă toate probele, imaginile SEM arată diferențe în ceea ce privește 

morfologia stratului format, în funcție de conținutul de Au, indicând influența AuNP în 

bioactivitatea materialelor. Așa cum poate fi observat din Fig. 6.1.2.2, prezența AuNP este 

benefică în ceea ce privește bioactivitatea probelor. În cazul sticlei cu x=0,2 mol% Au2O, pe 

lângă forma sferică, pot fi observate și nanostructuri tri-dimensionale cu aspect de floare (Fig. 

6.1.2.2). 
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Fig. 6.1.2.1 Difractogramele (a) și spectrele FT-IR (b) ale probelor din sistemul 60SiO2(32-

x)CaO·8P2O5·xAu2O(mol%) după imersiunea în SBF timp de 7 zile. Difractogramele XRD ale aurului și HA au 

fost incluse în scop comparativ. 

 

 

Fig. 6.1.2.2 Imaginile SEM ale probelor din sistemul 60SiO2(32-x)CaO·8P2O5·xAu2O(mol%), înainte și după 

imersiunea în SBF timp de 7 zile. 

6.1.3 Testarea biocompatibilităţii 

 Spectroscopia FT-IR, confirmă adsorbția BSA pe suprafața materialelor, prin apariția 

benzilor de absorbție caracteristice proteinelor: amidă I (C-O modul de întindere) la 1650 cm-

1, amidă II (N-H în modul de îndoire) la 1550 cm-1 și amidă III (C-N întindere și N-H îndoire) 

în jurul valorii de 1400 cm-1 (Fig. 6.1.3.1) [89]. 

 Prin urmare, când proteina este atașată de suprafață, apar modificări de conformație, 

iar în mod uzual, β-sheet-urile își eliberează structura, devenind mai flexibile [90]. Exact 

această situație apare după adsorbția de BSA, structura sa secundară se modifică ușor prin 

scăderea valorii β-sheet-ului. În același timp, structura α-helix rămâne neschimbată, datorită 

faptului că structura tri-dimensională a proteinei este influențată și stabilizată într-o mare 
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măsură de punțile disulfidice ale cisteinei [91], care se leagă de AuNP. Aceste rezultate 

sugerează că probele cu AuNP, își păstrează biocompatibilitatea.               

 

Fig. 6.1.3.1 Spectrele FT-IR ale probelor din sistemul 60SiO2·(32-x)CaO·8P2O5·xAu2O(mol%) după adsorbția 

de BSA. 

6.1.4 Viabilitatea celulară 

 Nu în ultimul rând, a fost luată în considerare și efectuarea testului de viabilitate 

celulară in vitro. Proliferarea celulelor cheratinocite umane, în prezența probelor de sticlă, a 

fost aproape sau chiar mai mare de 100%, indicând o bună toleranță in vitro (Fig. 6.1.4.1). 

Prin urmare, efectul citotoxic este minim sau chiar absent, după o perioadă de expunere de 24 

h la 37 °C. Începând cu concentrația de sticlă de 150 µg/ml, proliferarea celulelor HaCaT a 

fost promovată în special de probele cu x = 0,15 și 0,2 Au2O. Aceste valori au fost 

comparabile cu cele măsurate pe soluție coloidală de AuNP. Rezultatele obținute de noi pe 

soluția coloidală de AuNP, este în concordanță cu raportările anterioare ale lui Lu et al. [92], 

unde a fost demonstrat că o concentrație scăzută de AuNP (16 – 51 nm), poate stimula 

proliferarea celulelor cheratinocite. Prin urmare, aceste proprietăți sunt menținute atunci când 

matricea de sticlă conține cel puțin 0,15 mol% Au2O. 

 

Fig. 6.1.4.1 Viabilitatea celulelor cheratinocite după 24 h de interacțiune cu diferite concentrații de sticlă din 

sistemul 60SiO2(32-x)CaO·8P2O5·x Au2O (mol%). Martorul folosit a fost soluția coloidală de AuNP. 
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6.2 Concluzii 

 Metoda sol-gel a fost utilizată cu succes pentru obținerea sticlelor bioactive dopate cu 

AuNP. Stabilizarea materialului a fost realizată la o temperatură de 600°C. Difractogramele 

indică atât prezența structurii amorfe a matricei de sticlă, cât și prezența AuNP. După 

introducerea probelor în SBF, la suprafața acestora, a fost identificată prezența unui strat de 

HA auto-asamblată. 

 Cantitatea de BSA adsorbită, a crescut odată cu creșterea concentrației de AuNP din 

matricea de sticlă. Acest proces poate fi explicat datorită legării cisteinei de AuNP, prin 

interacțiunile puternice Au-S. Mulțumită acestor legături, structura secundară a BSA, după 

adsorbție, s-a modificat ușor prin scăderea valorii β-sheet-ului, confirmând buna 

biocompatibilitate a probelor. 

 Viabilitatea celulară, după 24 h de interacțiune cu materialele studiate, a indicat valori 

foarte apropiate sau chiar mai mari de 100%, evidențiind o bună toleranță in vitro. În orice 

caz, indicii de proliferare ai cheratinocitelor umane, obținuți pe probele cu 0,15 și 0,20 mol% 

Au2O, sunt foarte apropiați de valorile obținute pe AuNP libere, astfel fiind demonstrată 

conservarea proprietăților acestor nanostructuri.   
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7. SINTEZA ȘI CARACTERIZAREA UNOR STICLE 

SILICATICE CU ADAOS DE OXID DE CUPRU (CuO) ÎN 

VEDEREA APLICĂRII LOR ÎN INGINERIA ȚESUTULUI 

OSOS 
 

7.1 Rezultate și discuții 

7.1.1 Caracterizarea structurală 

Difractogramele de raze X obţinute pe probele din sistemul 60SiO2·(32-

x)CaO·8P2O5·xCuO(mol%) prezintă un caracter preponderent amorf (Fig. 7.1.1.1-a). Forma 

neregulată a semnalelor poate fi cauzată de prezenţa celui de al doilea semnal care apare în 

jurul valorii de 2θ~32°, acesta indicând existenţa câtorva focare de cristalizare asociate cu 

formarea fazei apatitice [77,93–96]. Acest semnal are cea mai mare intensitate la probele cu 

un conţinut de oxid de cupru ≤ 1.5 mol%. În cazul probei cu 4 mol% CuO, acest semnal nu se 

mai poate distinge clar, dar în schimb, la aceasta concentraţie, se poate observa semnătura 

clară a fazei cristaline a carbonatului de calciu (valoarea cea mai înaltă 2θ=29.8°). Această 

modificare poate părea nedorită, dar a mai fost raportată anterior [97], neavând efecte 

negative asupra bioactivităţii probelor, datorită faptului ca este un precursor al stratului de 

apatită carbonatată care se formează în SBF [77,97]. 

Spectrele FT-IR prezintă benzi de absorbţie caracteristice sticlelor bioactive silicatice 

şi sticlelor-ceramice (Fig. 7.1.1.1-b). Astfel, se pot identifica caracteristici atribuite vibraţiilor 

de întindere Si-O-Si (1040 şi 860 cm-1) şi vibraţiilor de îndoire Si-O-Si (465 cm-1) [77]. 

Intensitatea maximă a semnalului vibraţional de întindere al grupării Si-O-Si, a arătat o 

uşoară creştere, cu adaosul de oxid de cupru. Banda care apare la 1440 cm-1 se poate asocia 

cu existenţa grupărilor carbonat [77], în timp ce semnalele gemene de la 560 şi 580 cm-1 sunt 

atribuite grupărilor fosfatice [77]. În probele cu 2.5 şi 4 % mol CuO se pot distinge modificări 

în forma dubletului din jurul valorii de 600 cm-1, acesta devenind mai larg, cu evidenţierea 

unui alt semnal de absorbţie. O posibilă explicaţie poate fi suprapunerea grupărilor fosfatice 

cu semnalul vibraţional al CuO. Sunt cunoscute semnalele IR ale oxidului de cupru de la 603 

şi 497 cm-1 datorate modurilor de întindere ale Cu-O de-a lungul direcţiei [101] [98]. Mai 

mult decât atât, alte moduri IR active pentru Cu-O au fost raportate, într-un interval spectral 

situat între 605 şi 660 cm-1, acestea putând fi asociate cu existenţa unei alte faze Cu2O [98]. 

De asemenea, merită menţionate benzile de absorbţie dintre 1400 şi 1500 cm-1, date de 

vibraţile grupărilor carbonat.   
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Fig. 7.1.1.1 Difractogramele XRD (a) şi spectrele FT-IR ale probelor din sistemul 60SiO2·(32-

x)CaO·8P2O5·xCuO(mol%) (b). 

 

În figura 7.1.1.2 a se pot vedea imaginile TEM achiziţionate de la probele cu 0,5 

mol% CuO. Punctele negre reprezintă structuri cristaline, iar pentru determinarea naturii 

acestora, s-au înregistrat şi imagini HRTEM (Fig. 7.1.1.2 b). Imaginea transformatei Fourier 

(Fig. 7.1.1.2 c), realizată pe baza Fig. 7.2.1.2 b, expune măsurătorile distanţelor interplanare 

de 0,311 şi 0,202 nm, valori care sunt în concordanţă cu cele obținute în cazul planelor (104) 

și (018) ale carbonatului de calciu [99].   

 

Fig. 7.1.1.2 TEM (a - scală 200 nm), HRTEM (b – scală 5 nm) şi DFE pe imaginile HRTEM (c) ale probelor 

din sistemul 60SiO2·(32-x)CaO·8P2O5·xCuO(mol%), x=0,5. 

 

În continuare, pentru a realiza o caracterizare mai aprofundată, au fost utilizate 

măsurători de absorbţie Uv-vis. Privind spectrele din Fig. 7.1.1.3, se poate distinge că probele 

cu conţinut de oxid de cupru prezintă o bandă largă dominantă, centrată în jurul valorii de 

800 nm, caracteristică tranziţiei d-d a Cu2+ în coordinaţie octaedrală [100]. Aşa cum a fost de 

asteptat, acest semnal, creşte în intensitate odată cu creşterea cantităţii de CuO adăugate. 

Lărgimea benzii de absorbţie poate fi atribuită suprapunerii semnalelor cuprului metalic cu 

cel al ionilor de Cu, cel din urmă dând naştere unor semnale largi de absorbţie electronică, la 

o valoarea mai mare de 700 nm [101,102].  
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Fig. 7.1.1.3 Spectrele UV-vis ale probelor din sistemul 60SiO2·(32-x)CaO·8P2O5·xCuO(mol%).  

 

 Datele obținute din analizele BET au arătat o creștere progresivă a ariei și a 

distribuției medii volumice a porilor, începând cu matricea nedopată și până la probele cu 1,5 

și 2,5 mol% CuO. Figura 7.1.1.4 (a), dezvăluie cea mai mare suprafață specifică, la proba cu 

1,5 mol% CuO, iar Figura 7.1.1.4 (b) indică cea mai mare valoare medie a volumului porilor, 

în materialul cu 2,5 mol% CuO.  

 

Fig. 7.1.1.4 Suprafaţa BET (a) şi distribuţia volumică a porilor (b) ale probelor din sistemul 60SiO2·(32-

x)CaO·8P2O5·xCuO(mol%). 

 

7.1.2 Testarea bioactivităţii 

 

 După o perioadă de 7 zile în SBF, faza apatitică este înregistrată în difractograme, 

prin semnalele de la 2θ ~ 26° și 32°, acestea fiind suprapuse cu faza apatitică deja existentă în 

probe (Fig. 7.1.2.1 a). Pentru a facilita comparația, în Fig. 7.1.2.1 a fost introdusă 

difractograma HA [80]. 

 În spectrele FT-IR ale probelor introduse in SBF (Fig. 7.1.2.1 b), benzile specifice 

HA cristaline, de la valorile de 604 și 564 cm-1, cresc în intensitate față de cele măsurate pe 

probele netratate. Mai mult decât atât, sticla cu 4 mol% CuO (Fig. 7.1.2.1 b) exprimă un 
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dublet bine definit (604 și 564 cm-1) caracteristic HA cristaline. Aceste benzi nu apar ca două 

semnale de absorbție distincte, în spectrele probelor înainte de imersiunea în SBF. 

 Figura 7.1.2.2 a-e prezintă imaginile SEM ale unor structuri din sistemul 60SiO2·(32 

− x) CaO·8P2O5·xCuO (mol%), înainte de introducerea în SBF și confirmă existența 

morfologiei cristaline de suprafață, ceea ce întărește descoperirile derivate din analizele XRD 

și FT-IR. 

 Formarea stratului apatitic pe suprafața sticlelor-ceramice după imersiunea lor în SBF 

a fost de asemenea observată prin microscopia electronică de baleiaj. Imaginea 7.1.2.2 f-j 

arată morfologia de suprafață a specimenelor de sticlă, incubate timp de 7 zile în SBF. 

Aproape fiecare suprafață a probelor (Fig. 7.1.2.2 f-h, j) indică mănunchiuri cu o morfologie 

conopidiformă, acoperind întreaga arie, excepție făcând materialul cu 2,5 mol% CuO, care 

dezvăluie formarea unor grăunți de apatită submicrometrici.  

 

Fig. 7.1.2.1 Difractogramele (a) și spectrele FT-IR (b) ale probelor din sistemul 60SiO2·(32-

x)CaO·8P2O5·xCuO(mol%)  după introducerea în SBF timp de 7 zile. Difractograma și spectrul FT-IR al HA au 

fost introduse doar cu scop comparativ. 

 

Fig. 7.1.2.2 Imaginile SEM ale probelor din sistemul 60SiO2·(32-x)CaO·8P2O5·xCuO(mol%) înainte (a) x=0; 

(b) x=0,5; (c) x=1,5; (d) x=2,5; (e) x=4 (a-e) și după imersiunea în SBF timp de 7 zile (f) x=0; (g) x=0,5; (h) 

x=1,5; (i) x=2,5; (j) x=4, la o scală de 5 µm. 

7.1.3 Eliberarea ionică 
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Ionii de cupru s-au dovedit a fi componente importante atât în procesele angiogenetice [103] 

cât şi în mecanismele de combatere a microorganismelor [103]. Pentru a analiza cantitatea de 

Cu eliberată din probele noastre în 24 h, au fost efectuate măsurători prin spectrometrie de 

masă cu plasmă cuplată inductiv (ICP-Q-MS) (Fig. 7.1.3.1 a). Cuantificarea cantităţii totale 

de cupru a fost realizată prin dizolvarea probelor într-un amestec de acizi (Fig. 7.1.3.1 b). 

Rezultatele obţinute arată că eliberarea ionică este dependentă de concentraţia de Cu a 

probelor, cu cât aceasta este mai mare, cu atât şi cantitatea eliberată este mai ridicată. Astfel, 

se poate observa că la o concentraţie a probei de 0,5 mol% CuO, eliberarea este de 0,135 

mg/L iar la o concentraţie a materialului de 4 mol% CuO, eliberarea ajunge la o valoare de 

8,429 mg/L (Fig. 7.1.3.1 a). 

 

Fig. 7.1.3.1 Eliberarea ionilor de cupru din probele aparținând sistemului 60SiO2·(32-

x)CaO·8P2O5·xCuO(mol%) imersate pentru 24h în apă deionizată (a) şi conţinutul total de cupru al probelor 

dizolvate într-un amestec de acizi (b). 

7.1.4 Activitatea antibacteriană 

 

Activitatea antibacteriană a probelor ceramice studiate a fost testată pe două culturi 

bacteriene de referinţă pentru infecţiile intraspitaliceşti. CMI și CMB au fost folosite ca şi 

metode calitative standard de determinare a reactivităţii antimicrobiene a materialelor testate. 

CMI reprezintă cea mai mică concentraţie de substanţă ce poate stopa creşterea bacteriană, 

după o perioadă de incubaţie de 24 h [104], în timp ce CMB reprezintă cea mai mică 

concentraţie de substanţă utilizată pentru a omorî o populaţie bacteriană [104]. Efectul 

inhibitor al materialelor studiate a fost mai semnificativ pe tulpina de Pseudomonas 

aeruginosa decât pe cea de Staphylococcus aureus. Cantitatea cea mai mică de oxid de cupru 

a fost şi cea mai eficientă în ambele culturi bacteriene (Fig. 7.1.4.1 a). Proba cu 0,5 mol% 

CuO a dovedit de asemenea şi o foarte bună activitate bactericidă, pentru celelalte 

concentraţii fiind necesară o cantitate mai mare de probă pentru a combate bacteriile (Fig. 

7.1.4.1 b). 

Prezenţa speciilor izolate de cupru, în proba cu 0,5 mol% CuO, poate duce la o 

creştere a eficienţei antimicrobiene. De fapt, probele cu concentraţie mai mare de oxid de 

cupru, eliberează mai uşor speciile de Cu dar eficienţa lor din punct de vedere antibacterian 
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este mai scăzută comparativ cu proba cu 0,5 mol% CuO, cel mai probabil datorită 

dimensiunilor mai mari.  

 

Fig. 7.1.4.1 Concentraţia minimă inhibitorie (CMI) (a) şi concentraţia minimă bactericidă (CMB) (b). 

7.1.5 Testarea biocompatibilităţii 

Mai departe, probele au fost supuse unor teste de adsorbţie de proteină în vederea 

testării biocompatibilităţii. Rezultatele obţinute după adsorbţia BSA pe suprafaţa sticlelor, au 

relevat benzi caracteristice proteice: amide I (C-O întindere) la 1650 cm-1 şi amide II (N-H 

îndoire) la 1550 cm-1 (Fig. 7.1.5.1), indicând prezenţa proteinelor pe suprafaţa materialelor 

[89]. Este binecunoscut faptul că, configurația proteinelor se modifică odată cu adsorbţia lor 

pe suprafaţa probelor din cauza legăturilor electrostatice şi de hidrogen create [105,106].  

 

Fig. 7.1.5.1 Spectrele FT-IR ale probelor din sistemul 60SiO2(32-x)CaO·8P2O5·xCuO(mol%) după adsorbţia de 

proteină. 

 

7.1.6 Viabilitatea celulară 

Rezultatele obţinute arată că efectul citotoxic este aproape absent după o expunere de 

24h, în cazul ambelor diluţii (Fig. 7.1.6.1). 

În acest studiu, proliferarea celulelor HaCaT a fost promovată semnificativ de probele 

cu un conţinut de 0,5 şi 1,5 mol% CuO, în comparaţie cu sticlele fără cupru. Viabilitatea în 
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cazul celorlalte două probe (x = 2,5 şi 4), se apropie de 100%, sugerând o bună toleranţă in 

vivo. 

 

Fig. 7.1.6.1 Testarea viabilităţii celulare ale probele din sistemul 60SiO2(32-x)CaO·8P2O5·xCuO(mol%). 

 

7.2 Concluzii 
 

Metoda de sinteză sol-gel a fost utilizată cu succes pentru a obţine sticle-ceramice 

(SiO2-CaO-P2O5) cu diferite concentraţii de oxid de cupru ( x= 0,5; 1,5; 2,5 şi 4 mol% CuO ), 

în vederea determinării proprietăţilor necesare includerii acestor materiale în aplicaţii de 

inginerie tisulară. Spectrele UV-vis şi analizele TEM au arătat că toate probele conţin atât 

specii de cupru ionic cât şi metalic. Testele BET au arătat că proba cu 1,5 mol% CuO are cea 

mai mare suprafaţă specifică iar matricea silicatică cu adaos de 2,5 mol% CuO are cel mai 

mare volum de pori. 

Informaţiile derivate din măsurătorile XRD, FT-IR şi SEM, efectuate pe probele 

imersate în SBF, au dovedit existenţa cristalelor de HA, rezultat care confirmă bioactivitatea 

in vitro a tuturor materialelor studiate. 

S-a constatat că efectul minim inhibitor al probelor studiate a fost mai pregnant pe 

tulpina de Pseudomonas aeruginosa decât pe cea de Staphylococcus aureus, deşi, proba cu 

concentraţia de 0.5 mol% CuO a fost eficientă în combaterea ambelor culturi bacteriene. De 

asemenea, proba cu cel mai mic conţinut de CuO a manifestat şi cea mai bună activitate 

bactericidă. Adsorbţia BSA pe suprafaţa probelor a arătat faptul că legarea speciilor de Cu a 

cauzat schimbări minore în conformaţia proteinelor, concluzia finală fiind că toate probele 

sunt biocompatibile. În ceea ce priveşte citotoxicitatea materialelor, aceasta este apropiată de 

0%, după o expunere standard de 24 h, în ambele diluţii. Probele cu 0,5 şi 1,5 mol% CuO au 

dovedit o rată de proliferare celulară foarte înaltă. 

Bazându-ne pe faptul că sticlele ceramice investigate au dovedit o bună bioactivitate 

şi biocompatibilitate, probele cu 0,5 şi 1,5 mol% CuO au evidenţiat o excelentă viabiltate iar 

materialul cu 0,5 mol% CuO a avut bune rezultate în combaterea tulpinii de Staphylococcus 

aureus, putem conclude că matricea cu conţinut de 0,5 mol% CuO este cea mai potrivită 

pentru viitoare teste in vivo.   
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8. SINTEZA, CARACTERIZAREA, TESTAREA IN VITRO ȘI 

IMPLANTAREA IN VIVO A UNUI COMPOZIT PE BAZĂ DE 

POLIMER-STICLĂ BIOACTIVĂ (Alg-Pll-CuOBG) ÎN SCOP 

EXPERIMENTAL ȘI COMPARATIV 

8.1 Rezultate și discuții 

8.1.1 Caracterizarea structurală 

Difractogramele probelor de sticlă din sistemul xCuBG (x= 0; 0,5 şi 1,5 mol%) 

preparate prin metoda sol-gel, prezintă o structură amorfă, cu apariţia câtorva centre de 

cristalizare asociate formării fazei apatitice (Fig. 8.1.1.1 a) [93]. Spectrele FT-IR ale 

materialelor ceramice bioactive (Fig. 8.1.1.1 b), indică caracteristici tipice pentru reţelele 

silicatice (vibraţii Si-O-Si de întindere la 1040 şi 860 cm-1 şi vibraţii Si-O-Si de îndoire la 465 

cm-1) [84]. Benzile din jurul valorilor de 604 şi 565 cm-1 sunt atribuite vibraţiilor grupurilor 

fosfatice [84]. Semnalele de întindere ale grupării Cu-O apar la 603 şi 497 cm-1 şi se 

suprapun cu benzi provenite de la grupările fosfatice [98,107]. 

Structurile compozit Alg-Pll-xCuBG (x=0; 0,5 şi 1,5 mol%) au un caracter amorf, 

după cum se poate observa din difractogramele XRD (Fig. 8.1.1.1 a), iar spectrele FT-IR 

arată vibraţii preponderente unităţilor polimerice (Fig. 8.1.1.1 b). Aşadar, se pot observa 

benzi ale pullulanului la 1636, 1354 şi 1080 cm-1 atribuite vibraţiilor de întindere şi îndoire 

ale grupărilor O-C-O, C-O-H respectiv C6-OH [108]. Benzile corespunzătoare alginatului de 

sodiu de la 1600 şi 1400 cm-1, pot fi atribuite vibraţiilor asimetrice de întindere ale grupării 

COO-. Semnalele localizate la 1158 şi 1116 cm-1 pot fi asociate cu vibraţiile de întindere ale 

C-O, în timp ce la 1560 cm-1, apare vibraţia de întindere a C=C [109]. Astfel, acestea sunt 

C=C şi O-C-O, care aparţin structurii polimerilor şi grupărilor Si-O, Si-O-NOB sau Si-O-Si, 

din unităţile tetraedrale de SiO4. Prin urmare, interacţiunea dintre amestecul de polimeri (Alg-

Pll) şi sticla bioactivă, a fost evidenţiată prin deplasarea benzii C6-OH de la 1080 la 1090 cm-

1 şi prin creşterea intensităţii raportului 1636/1560 cm-1 reprezentând vibraţiile de întindere 

ale grupărilor O-C-O şi C=C (Fig. 8.2.1.1 b).  

 

Fig. 8.1.1.1 Difractogramele XRD (a) şi spectrele FT-IR (b) ale sticlelor ceramice xCuBG (x=0; 0,5 şi 1,5 

mol%) şi ale probelor compozit Alg-PII-xCuBG (x=0; 0,5 şi 1,5 mol% CuO). 
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8.1.2 Viabilitatea celulară 

Având în vedere că destinaţia finală a acestor materiale presupune implantarea in 

vivo, următorul pas în ceea ce priveşte acest lucru a fost testarea citotoxicităţii in vitro pentru 

aceste compozite. Astfel, utilizarea kitului Alamar-Blue, a arătat o mai mare sensibilitate a 

culturii de osteoblaste în comparaţie cu cea de fibroblaste. Cu toate acestea, procentele de 

proliferare s-au situat între 75 şi 96%, în cazul fibroblastelor (Fig. 8.1.2.1 a), respectiv între 

55 şi 101% în cazul osteoblastelor (Fig. 8.1.2.1 b). Se poate observa o creştere a viabilităţii 

de la 24 la 48 h, la aproape toate probele investigate. Rezultate indică o bună proliferare 

celulară pe termen lung şi o citotoxicitate minimă, mai departe fiind recomandată testarea 

acestor materiale compozit în studii experimentale in vivo.    

 

Fig. 8.1.2.1 Viabilitatea celulelor fibroblaste (a) şi osteoblaste (b) după 24 şi 48 h pe probele compozit Alg-Pll 

și Alg-Pll-xCu∙BG (x=0; 0,5 and 1,5 mol% CuO). Ca şi control au fost utilizate culturi celulare netratate. 

8.1.3 Biocompatibilitate in vitro - in vivo 

Ca urmare a testării bioactivităţii in vitro, scaffold-urile au fost introduse în SBF. În 

paralel, acestea au fost implantate subcutanat şi intraosos la şobolan (Fig. 8.1.3.1).   

Materialele au fost acceptate cu succes de către ţesuturile ţintă, neprezentând semne 

inflamatorii, de infecţie sau respingere, astfel, dovedind o bună biocompatibilitate in vivo.  

 

Fig. 8.1.3.1 Fotografii digitale realizate la necropsie (se poate observa ataşamentul materialului compozit la 

ţesutul conjunctiv subcutanat).  
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Din difractograme se evidenţiază semnătura fazei apatitice cristaline (Fig. 8.1.3.2 a) 

prin semnalul localizat la 2θ=32.28°, care corespunde planului de reflexie (112) al structurii 

cristaline hexagonale HA [80]. Difractogramele XRD înregistrate pe probele postimplant 

(Fig. 8.1.3.2 b) indică prezenţa unui semnal adiţional la 2θ=25.9° corespondent planului de 

reflecţie (002) al structurii HA [80]. 

Spectrele FT-IR (Fig. 8.1.3.2 a1) confirmă rezultatele de mai sus. Probele scoase din 

SBF marchează benzi caracteristice grupărilor P-O la 602 şi 560 cm-1 şi PO4
3- la 1040 cm-1, 

acestea fiind asociate cu formarea stratului de fosfat de calciu [86]. Post in vivo, semnalele de 

vibraţie ale grupării P-O de la 602 şi 560 cm-1 devin mai proeminente în comparaţie cu 

benzile corespondente înregistrate după testele in vitro. Semnalul dat de gruparea PO4
3- (1040 

cm-1) devine mai ascuţit, sugerând de asemenea formarea stratului de fosfat calcic (Fig 

8.1.3.2 b1). 

 

Fig. 8.1.3.2 Difractogramele probelor de compozit Alg-Pll-xCu∙BG  și spectrele FT-IR după imersarea în SBF 

(a și a1) şi post in vivo (b și b1). 

În Fig. 8.1.3.3 col. 2, se poate observa formarea stratului de HA pe suprafaţa 

materialului. Acesta, prezintă aspectul unei microstructuri compuse din mărgele. Imaginile in 

vivo (Fig. 8.1.3.3 col. 3) dezvăluie mărgele aglomerate cu o dimensiune de aproximativ 75-

100 nm. 

 

Fig. 8.1.3.3 Imagini SEM ale compozitelor Alg-Pll-xCu∙BG  nemodificate (col. 1) după imersarea în SBF (col. 

2) şi post in vivo (col.3). Scală de măsură: 5 µm. 
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8.1.4 Evaluare imagistică in vivo 

Am optat pentru utilizarea examenului RMN ca tehnică imagistică de evaluare osoasă, 

pentru a putea urmări nu doar modificările induse de implant asupra țesutului osos, dar și 

modificările care pot apărea la țesutul moale adiacent leziunii primare și modificările ce pot 

surveni la nivelul măduvei osoase. 

Pentru fiecare animal, a fost efectuată o scanare sagitală, folosindu-se protocolul 

FLASH (gradient echo), secvența ponderată T1.  

După 28 de zile postoperator, la grupul unu (A, E), discontinuitatea de la nivelul 

compactei osoase nu mai este prezentă, fiind evidentă o zonă continuă, circulară hiperdensă, 

hipointensă de demarcare a leziunii, ce cuprinde atât compacta osoasă cât și regiunea 

medulară dată de refacerea țesutului osos și regenerarea vasculară, suprafața osului este 

neregulată cu prezența unei periostite. La grupul doi (B, F) suprafața osoasă este netedă cu 

periostită discretă, zona de demarcație este mult mai redusă comparativ cu grupul unu (Fig. 

8.1.4.1). 

Apariția hiposemnalului în secvența ponderată T1 este caracteristică în cazul hemoragiei 

acute sau cronice, edemului sau calcificării. Aspectul hiperdens, cu hipersemnal al reacției 

intramedulare, corelat cu examenul histopatologic corespunde cu apariția unei 

hipervascularizații la nivelul zonei de implant și cu formarea de țesut osos. 

 

Fig. 8.1.4.1 Imagini RMN achiziţionate postoperator (prima linie reprezintă membrul posterior drept al fiecărui 

grup A - Alg-Pll-0,5CuBG; B - Alg-Pll-1,5CuBG, iar linia a doua reprezintă membrul posterior stâng al 

fiecărui grup E, F - Alg-Pll-βTCP/HA). 

8.1.5 Evaluare histopatologică 

 În imaginile prezentate în Fig. 8.1.5.1 A-B sunt prezentate secţiunile longitudinale ale 

osului femur, cu asterix fiind marcat materialul compozit implantat în fiecare lot, iar săgeata 

dublă indicând limitele defectului. Se poate observa că scaffold-ul implantat a fost înconjurat 

parţial sau total de os trabecular (Fig. 8.1.5.1 A-B chenar punctat). 

 Coloana A, aparţine probelor cu materialul comercial, inserate in vivo, în scop 

comparativ. Imaginea A1 apropie în detaliu zona marcată punctat în secţiunea A, identificând 

spiculii osoşi ce înconjuară complet structura implantată. 
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 Coloana B, descrie lotul implantat cu Alg-Pll-0,5CuBG. Imaginea B1 detaliază zona 

marcată punctat din imaginea B. Astfel, se constată osul spongios ce înconjuară partea 

superficială a scaffold-ului. 

 
Fig. 8.1.5.1 Secţiunile histologice ale scaffold-urilor compozite implantate în compacta femurală (A-B) şi 

interacţiunile ţesutului osos cu materialul (A1 – B1). 

8.3 Concluzii 

 Materialele compozit Alg-Pll-xCuBG (x=0, 0,5 şi 1,5 mol% CuO) au fost sintetizate, 

caracterizate şi investigate cu succes in vitro şi in vivo. Spectrele FT-IR dezvăluie legăturile 

dintre cei doi polimeri şi sticla bioactivă. Benzile caracteristice polimerilor şi sticlei prezintă 

deplasări în spectrele structurilor compozit. Testele de viabilitate indică rezultate mai bune pe 

termen lung, pentru ambele culturi celulare. 

 Analizele XRD şi FT-IR au arătat diferenţe semnificative de intensitate între 

rezultatele in vitro şi cele in vivo, pe de-o parte fiind confirmate proprietăţile bioactive şi 

biocompatibile ale probelor studiate iar pe de altă parte, formarea eficientă a HA şi fuziunea 

solidă cu ţesutul viu. Imaginile SEM au confirmat rezultatele analizelor XRD şi FT-IR. Pe 

probele extrase din in vivo, mărgelele nanoagregate şi nanoporii au devenit mai evidenţi.

 Operația de implantare osoasă a decurs conform protocolului stabilit inițial, 

materialele implantate fiind foarte bine tolerate de os și de țesuturile învecinate. Scanările 

RMN, au permis analizarea non-invazivă și non-distructivă a materialelor, in vivo, fără a 

afecta rezultatele finale. Examenul histopatologic a confirmat faptul că loturile implantate cu 

materialele studiate au fost cele mai eficiente în ceea ce privește capacitatea de vindecare și 

regenerare, mai active chiar și decât lotul martor.  
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9. CONCLUZII FINALE ŞI PERSPECTIVE 

 

9.1 Concluzii finale 

În primul studiu al acestei lucrări a fost efectuată cu succes sinteza şi caracterizarea 

unor materiale silicatice cu adaos de Ag2O. Metodele de caracterizare utilizate au dovedit 

bioactivitatea sticlelor studiate, iar viabilitatea obţinută a fost una bună. Cu toate acestea, 

înglobarea lor într-un amestec polimeric a condus la obținerea unor compozite cu toxicitate 

relativ ridicată, care nu erau compatibile cu obiectivele propuse iniţial. 

Cel de al doilea studiu al tezei a constat în sinteza și caracterizarea unor sticle 

silicatice dopate cu AuNP și a condus la obținerea unor rezultate pozitive. Bioactivitatea in 

vitro a fost demonstrată prin introducerea probelor în SBF. De asemenea biocompatibilitatea 

materialelor a fost evidențiată prin cantitatea de BSA adsorbită. Viabilitatea celulară a indicat 

valori apropiate de 100%, sugerând o bună toleranță in vitro. S-au obținut materiale bioactive 

care au înglobat eficient AuNP, fără prezența altor specii de Au, dar cu diferite dimensiuni 

ale NP. 

În studiul numărul trei al acestei lucrări s-a reușit optimizarea unor sticle silicatice cu 

adaos de CuO. Astfel din paleta inițială de 4 concentrații, prin metode de caracterizare 

structurală și teste in vitro, au fost selectate cele mai potrivite două concentrații pentru 

viitoarele studii experimentale in vivo. Cantitățiile de 0,5 și 1,5 mol% CuO adăugate s-au 

dovedit a fi cele mai potrivite în ceea ce privește activitatea antibacteriană și proliferarea 

celulară. Având în vedere faptul că toate cele 4 sticle ceramice investigate au demonstrat o 

bună bioactivitate și biocompatibilitate, selecția finală a fost elaborată luând în considerare 

rezultatele testelor in vitro. 

Ultimul studiu a presupus înglobarea materialelor cu adaos de CuO dezvoltate 

anterior într-un amestec polimeric și dezvoltarea unui experiment in vivo de regenerare 

osoasă. În acest mod cele două concentrații optimizate în studiul precedent au fost implantate 

cu succes prin crearea unor materiale compozite. Rezultatele obținute comparativ între 

materialele studiate și produsul comercial au evidențiat calitățile deosebite ale probelor 

studiate, acestea demonstrând un randament reparator al țesutului osos cel puțin la fel de bun 

cu cel al materialului standardizat. 

9.2 Perspective 

 Ramura biomaterialelor, un domeniu de larg interes printre cercetătorii din întreaga 

lume, tinde să devină o opţiune din ce în ce mai apreciată şi utilizată în medicina modernă. 

Astfel, subiectele abordate în lucrarea de faţă, pot fi dezvoltate eficient în anii care vor urma, 

prin studii experimentale pe diverse specii de animale, în vederea acumulării unei experienţe 

suficiente progresului către studiile clinice, pe pacienţi umani.  
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