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CUVINTE CHEIE

doxorubicina, nanoparticule de aur, resveratrol, nanocomplecsi cu doxorubicina,
celule Hela, celule CaSki, nanoceramici, hidroxiapatitd stoechimometrica,
hidroxiapatitd multisubstituitd, magneziu, zinc, siliciu, nanoparticule de argint,
nitoxolind, XRD, SEM-EDX, AFM, analiza termica, stabilitate termica, forsterit,
bioactivitate, biocompatibilitate, activitate antimicrobiana

INTRODUCERE

Nanoparticulele metalice, NPs, de ex. AuNPs si sistemele de NPs sunt
instrumente extrem de puternice pentru livrarea selectiva si specificd a agentilor
terapeutici, cum ar fi medicamentele anti-cancer ca doxorubicina, la locul lor de
actiune. In general, NPs ceramice, cum ar fi hidroxiapatita nesubstituiti, HAP si
hidroxiapatitele multisubstituite, ms-HAPs si silicatii de magneziu ca nano-forsteritul,
FS, sunt importante pentru inginerie de tesut osos, ca si Tnlocuitori ososi si acoperiri
biomimetice pe implanturi metalice si proteze cu aplicatii biomedicale in ortopedie si
stomatologie. De asemenea, NPs ceramice pot fi utilizate in mare masura ca si
purtatori ai diferitelor NPs, cum ar fi AuNPs si AgNPs, sau agenti terapeutici ca
antibiotice, asigurand livrarea incetinita la locul lor de actiune. Prin urmare, cercetarea
si dezvoltarea NPs, precum si aplicatiile lor sunt importante din punct de vedere
stiintific si industrial.

Ingineria acestor NPs, sinteza si caracterizarea lor fizica si chimica, precum
si comportamentul lor in vitro au fost studiate cu atentie in aceasta teza de doctorat
sub conducerea Prof. Univ. Dr. Maria Tomoaia-Cotisel, Directorul Centrului de
Cercetare in Chimie Fizica, CECHIF, la Universitatea Babes-Bolyai din Cluj-Napoca,
UBB. Rezultatele obtinute in aceastd teza de doctorat fac parte din realizari
semnificative, realizate Tn ultimul deceniu in CECHIF la UBB.

Capitolul 1 are drept scop investigarea efectelor nanoparticulelor de aur,
obtinute prin reducerea HAuCl4 cu trans-resveratrol, Resv, singur sau n asociere cu
doxorubicind, DoX. Acest studiu prezinta efectele doxorubicinei, singurd sau intr-un
amestec cu resveratrol si AuNPs asupra a doua linii celulare de cancer de col uterin
uman (HeLa si CaSki). Rezultatele experimentale demonstreaza pentru prima data “in
state of the art” efectele combinate remarcabile ale doxorubicinei, nanoparticulelor de
aur si ale resveratrolului pe aceste tipuri de celule canceroase, la doze foarte mici de
doxorubicina, situatie in care nu se manifesta efecte secundare asupra celulelor
sanatoase [1].

Capitolul 2 raporteaza sinteza si caracterizarea fizico-chimica a unor
hidroxiapatite: HAP stoechiometrica, nesubstituita si multi-substituita cu magneziu,
zinc si siliciu, ms-HAP-Mg-Zn-Si. Deasemenea, s-a facut un studiu asupra influentei
tratamentului termic asupra acestor nanomateriale, Rezultatele indica o stabilitate
termicd foarte bund, fapt ce recomandi aceste biomateriale nanostructurate pentru
diverse aplicatii in ingineria tisulara osoasa [2].

Capitolul 3 continua in a explora stabilitatea termica a unor probe mai
complexe de hidroxiapatite multi-substituite cu elemente fiziologice esentiale, cum ar
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fi magneziu, zinc, strontiu si siliciu, HAP-Mg-Zn-Sr-Si, la temperatura ridicatd pana
la inclusiv 1000 °C. Obiectivul acestui studiu a fost investigarea efectului simultan cu
cele patru elemente, Mg, Zn, Sr si Si (HAP-Mg-Zn-Sr-Si), Tn structura HAP precum
si comportamentul termic al biomaterialelor HAP sintetizate [3].

Capitolul 4 prezinta analiza termica a unor paste de hidroxiapatita multi-
substituiti (compozitiile fiind cele anterioare, HAP-Mg-Zn-Sr-Si). Tn acest caz,
continutul de apa din paste, un parametru important pentru anumite aplicatii, a fost
determinat prin analiza termica. Stabilitatea termica a pastelor a fost monitorizata timp
de un an, analizele termice fiind efectuate dupa 4 luni si respectiv la un an de la
pregétirea lor [4].

Capitolul 5 abordeaza un studiu aprofundat despre influenta tratamentului
termic asupra pulberilor de hidroxiapatita multi-substituita in vederea identificarii si
explicarii proceselor ce pot avea loc la diferitele temperaturi (300, 800, 1000 si 1400
°C). Aceste nanomateriale au fost analizate prin metode fizice si chimice avansate:
TG-DSC, RXD, FTIR cuplate cu analiza Rietveld a structurii hidroxiapatitelor
cercetate. S-a constatat o stabilitate exceptionala a retelei de HAP la 1000 °C ceea ce
indica o sinteza optima, si un control riguros al pH-ului asupra chimiei coloidale a
proceselor de structurare a nanomaterialelor.

Capitolul 6 este centrat pe studiul activitatii antibacteriene (i.e.,
Staphylococcus aureus prin test de difuzie Kirby-Bauer) a unor probe ceramice sub
forma de discuri, pe baza de hidroxiapatita, incarcite in prealabil cu nitroxolind
(antibiotic) si ioni de argint [5].

Capitolul 7 are drept obiectiv cercetarea cimentului Portland imbogatit cu
hidroxiapatita cu aplicatii endodontice. Principalul parametru urmarit a fost timpul de
priza, parametru deosebit de important in utilizarea clinica a acestui nanomaterial [6].

Capitolul 8 prezinta studiul de sinterizare si caracterizare a unor noi
materiale ceramice pe baza de forsterit. Fluctuatiile caracteristicilor de compactitate
(densitate aparentd, porozitate aparentd) precum si a contractiei survenite odatd cu
cresterea temperaturii (1200 si 1450 °C) sunt parametri cruciali in constructia de
implanturi osoase. Deasemenea, culturile celulare demonstreaza o biocompatibilitate
excelenta a forsteritului [7].

Capitolul 9 evalueaza biocompatibilitatea si bioactivitatea unor materiale
ceramice inovative pe baza de forsterit poros. in cadrul acestei investigatii, obiectivul
principal a fost dezvoltarea ceramicii pe baza de forsterit cu diferite porozitati si
evaluarea testarii calitatii acesteia prin comportamentul la sinterizare a pulberii de
nano forsterit. Un studiu detaliat a fost, de asemenea, realizat pentru evaluarea in vitro
a biocompatibilitatii in cultura celulara si a bioactivitatii in lichidul corporal simulat,
SBF [8].

Capitolul 10 prezinta forsteritul nanostructurat in combinatie cu
nanoparticule de argint. Scopul acestui capitol este evaluarea activitatii antibacteriene
a acestor compozite asupra a doi patogeni, Staphylococcus aureus 6538P (ATCC) si
Escherichia coli 10536 (ATCC). Potentialul antimicrobian este deosebit de important
in utilizarea forsteritului pentru acoperiri de implanturi metalice cu aplicatii medicale
[9].

Capitolul 11 reprezinta un studiu complex nepublicat asupra activitatii
bacteriene in vitro a nanopulberii de forsterit de sine statatoare, sintetizata prin doua
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metode (sol-gel, FSsg, si precipitare, FSpp). Activitatea antibacteriana in-vitro a fost
investigata pe o tulpind de Staphylococcusaureus 6538P (ATCC).

Capitolul 12 are drept scop dezvoltarea unei metode rapide avand costuri
reduse pentru indepartarea ionilor de metale grele din apele uzate, folosind HAP cu
cristalinitate scazutd preparata printr-o metoda de precipitare. Acest studiu a iTnsemnat
o corelare a comportamentului de adsorbtie al HAP cu cristalinitate scdzuta si eficienta
acesteia n eliminarea unei game largi de diverse metale (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn,
Ni, Pb si Zn) dintr-o apa reziduald de mina provenita de la Rosia Montana [10].

Capitolul 13 prezinta concluziile generale.

Capitolul 14 cuprinde o bibliografie selectiva din teza de doctorat.

Capitolul 15 cuprinde rezultate din cercetarea stiintifica originala.

Bibliografie Cercetari Originale:

1. Gh. Tomoaia, O. Horovitz, A. Mocanu, A. Nita, A. Avram, C. P. Racz, O. Soritau,
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nanoparticles and resveratrol in two human cervical tumor cell lines,
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 135, 726-734 (2015). IF=3.973.

2. F. Goga, E. Forizs, G. Borodi, G. Tomoaia, A. Avram, R. Balint, A. Mocanu, O.
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Capitol 1. EFECTELE DOXORUBICINEI MEDIATE DE
NANOPARTICULE DE AUR SI RESVERATROL. STUDIUL iN DOUA
LINII CELULARE TUMORALE DE COL UTERIN — HeLa S| CaSki

S-au preparat nanoparticule de aur (AuNPs) prin sinteza verde prin
reducerea HAuUCls cu trans-resveratrol in solutie bazica, printr-o procedurd
modificatd. AUNPs sunt foarte stabile, cu diametrul mediu de aproximativ 20 nm.
Nano-ansamblari supramoleculare de nanoparticule biologice de aur capat cu
resveratrol (AuNPs) cu continut diferit de doxorubicind (Dox) au fost preparate
amestecand solutia coloidala de nanoaur (continut de Au, 179 mg / L) cu solutie
apoasd de doxorubicina (42 mg / L clorhidrat de doxorubicind) prin auto-asamblare.
Efectele citotoxice ale amestecurilor Resv-Dox si ale complecsilor Dox-AuNPs au
fost gasite pentru prima data in celulele HeLa si CaSki.
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Figura 4. Imaginile TEM a dispersiilor ce contin nanocomplecsi Dox-AuNPs:
AuNPs (Au 54 mg/L), Dox (4 mg/L) si PBS; scala de 200 nm (a) si 100 nm (b);
Histograma distributiei de marime este deasemenea prezentata.

in imaginile TEM (Fig. 4) a dispersiei care contine nanocomplexul Dox-
AuNps, descris mai sus, Inceputul unei agregéari de nanoparticule este greu vizibil
chiar si dupa doua saptamani. Grosimea acoperirilor organice pare de asemenea si fie
mai degraba neschimbata, deci se pare ca moleculele de doxorubicind sunt prinse n
coroana de acoperire cu resveratrol pe AuNPs.

in analiza microscopica, celulele HeLa tratate cu Resv (Fig. 7) arati o
densitate celulard care este comparabild cu cea din celulele de control netratate
(CTRL). Combinatia de resveratrol cu doze foarte mici de doxorubicina (0,1 i 0,2 g
/ ml, probele 2 si 3, respectiv in Fig. 6a) da un raspuns destul de similar cu cel
corespunzator pentru Dox simpla, la concentratia ridicata de 2,1 g/ ml (Fig. 6a, proba
7). Nanoparticulele de aur acoperite cu Resv (Fig. 6a, proba 4) cauzeaza doar un efect
foarte mic comparativ cu proba de control. Totusi, la fel ca si amestecurile Resv-Dox,
nanocomplecsii AuNPs si doxorubicind (Dox-AuNPs) la doze Dox foarte mici (Fig.
6a, probele 5 si 6) au indus un raspuns apropiat de cel al Dox simpla, la 2,1 pg / mL.
Desi, nu exista diferente statistice semnificative intre rezultatele viabilitatii celulare
pentru esantioanele 2, 3, 5-7, toate sunt semnificativ diferite de control.
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Figura 6. Raspunsul celulelor Hela (a, c) si CaSkl (b, d) la Resv de 0,75 pg / mL
(proba 1), amestecuri Resv-Dox: 0,5 pug/mL Resv si 0,1 pg/ mL Dox (2),si 1 pg
/mL Resv si 0,2 pg/ mL Dox (3), AuNPs de 2,7 pg/ mL (4), nanocomplecsi Dox-
AuNPs, si anume 0,1 pg/mL Dox si 1,3 pg/ mL GNP (5), si 0,2 pg/ mL Dox si
2,7 ug/ mL AuNPs (6) ), si trei concentratii Dox: 2,10 pg/ mL (7), 6,25 pg/ mL
(8) si 12,5 pg/ mL (9), dupa incubare de 24 h. CTRL reprezinta controlul dat de
celulele netratate. Viabilitatea celulelor a fost determinata folosind testul MTT si este
datin % din CTRL (a, b). Celulele apoptotice au fost evaluate prin analiza citometriei
n flux; valorile sunt normalizate la CTRL (c, d). Valorile barei sunt media din cel
putin trei experimente diferite. Barele de eroare reprezinta abaterea standard (+ SD).

Apoptotic cells normalized to CTRL

Apoptotic cells normalized to CTRL

Dox 2.1ug/ml

Resv-Dox0.1pg/ml 0.1pg/mi | Dox 12:5pg/ml

Figura 7. Microscopia optica de contrast de faza pentru celulele HeLa tratate cu
Resv (0,75 pg/mL), Dox simpla, la 2,10 si 12,5 pg/mL, amestec Resv-Dox (0,5
png/ mL Resvsi 0,1 pg/mL Dox) si nanocomplecsi Dox-AuNPs (0,1 pg/ mL Dox
si 1,3 pg/mL AuNPs). Granulele intracelulare mov inchis indica celulele viabile.
(Marire x 400).



Capitol 2. SINTEZA SI TRATAMENTUL TERMIC AL
HIDROXIAPATITELOR DOPATE CU MAGNEZIU, ZINC SI SILICIU

Hidroxiapatita pura nanocristalind (Hap) si Hap dopatd cu magneziu, zinc
si siliciu, si anume Hap-0,25% 1n greutate Mg: Hap01, Hap-0,25% in greutate Mg-
0,47% in greutate Si: Hap02, Hap-1,50% in greutate Mg-0,47% in greutate Si: Hap03,
Hap- 0,67% in greutate Mg-0,2% in greutate Zn-0,13% in greutate Si: Hap04, au fost
sintetizate folosind 0 metoda prin precipitare din solutie apoasa. Hidroxiapatitele pura
si dopata au fost calcinate individual la 400, 650 si 850 °C timp de 2 ore.

Comportamentul termic al pulberilor Hap pur si Hap dopate a fost
determinat prin analiza termogravimetrici (TGA) si analiza termica diferentiald
(DTA), pentru temperaturi variind intre 30 si 1000 °C. Analiza rezultatelor aratd o
stabilitate termica ridicatd (pana la 1000 °C) a acestor nanomateriale, inclusiv pentru
Hap triplu substituit cu Mg, Zn si Si (Hap04).
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Figura 1. Curbele TG si DT pentru Hap necalcinat (Hap-nc) (Hap01, a) si Hap-
0,67%Mg-0,20%2Zn-0,13%Si (Hap04, f)

La incalzirea la temperaturi ridicate pana la 1000 °C, pierderea in greutate
este de aproximativ 0,86% pentru Hap-nc, si mai degraba aproape de 0,98% pentru
Hap04. Aceastd mica pierdere in greutate de aproximativ 1% gésit pentru aceste
pulberi ar putea fi atribuita descompunerii posibilelor urme de CaCOs datorita sintezei
de nano pulbere in aer si / sau la pierderea apei de retea. Cu toate acestea,
deshidroxilarea structurald a Hap si a pulberilor Hap dopate nu pot fi excluse la
temperatura foarte ridicata aproape de 1000 °C.

O structurd de agregat poros este dezvaluita si de figurile 3¢ si 3d pentru
Hap04, calcinat la 850 °C. Mai mult, rezultatele SEM sunt in acord substantial cu
masuratorile BET. Prin urmare, suprafata specifica pentru Hap(04 calcinata la 850 °C
(19 m? / g) este mult mai mica decét pentru Hap01 (48 m?/ g). Prin calcinarea Hap04,
volumul porilor a scizut de la aproximativ 0,18 cm® /g, gisit 1a 400 °C, la aproximativ
0,02 cm3 / g, la 850 °C si in in consecintd, suprafata specificd a scizut treptat si
dimensiunea particulelor a crescut. O situatie asemanatoare este intdlnita pentru toate
probele.
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Hap04, calc1_nec! at 850°C (c) Hap04, calcined at 850 °C (d)

Figura 3. Imaginile SEM pentru Hap04:
Ca,69M(0,28ZN0,03(PO4)5,95(Si04)0,0s(OH)1,05 (c si d), pulberi calcinate la 850 °C.
Scala in imaginile SEM: 10um (c) si 1pm (d).

ull Scale 3316 ¢ts Cursor: 0.000 keV ket

Figura 4. Imaginea SEM si analiza EDX pentru Hap04:
Cag,60Mg0,28Z10,03(PO4)5,95(S104)0,05(OH)1,95 calcinat la 650 °C. Este prezentata
cantitatea de Ca, P, O Mg si Zn.

Analiza elementara a pulberilor Hap01-Hap04 a fost determinat prin tehnica
SEM-EDX. Analiza EDX a aratat prezenta Ca, P, Mg si O in toate pulberile, aproape
corespunzitor sintezei. in plus, Si a fost identificat in Hap02 si Hap03, in timp ce Zn
a fost identificat In Hap04 (fig. 4). Continutul de Si in Hap04 nu a fost identificat fiind
ntr-o cantitate foarte micd, probabil sub limita de detectie a tehnicii EDX. in general,
analiza EDX a indicat ca Mg a fost destul de uniform dispersat in toate pulberile Hap
dopate. Analiza EDX este n acord cu compozitia chimica corespunzitoare sintezei.
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Capitol 3. COMPORTAMENTUL HIDROXIAPATITELOR
DOPATE IN TIMPUL TRATAMENTULUI TERMIC

S-au pregitit probe de hidroxiapatitd stoechiometrici (HAP) si
hidroxiapatite multi-dopate cu elemente fiziologice esentiale, cum ar fi Mg, Zn, Sr si
Si, sub forméd de paste cu umiditate controlatd si pulberi cu cristalinitate controlata,
care au fost liofilizate sau liofilizat-calcinate la 300 °C timp de 1 ora.

HAPc-5% Sr (c) HAPc-10% Sr (d)
Figura 2. Imaginile SEM pentru pudrele: HAP (a), HAPc (b), HAPc-

5%Sr (c), HAPc-10%Sr (d) liofilizate si calcinate la 300 °C timp de 1or, scala
100nm

Figura 2 ofera morfologia pentru pulberi HAP liofilizate calcinate, calcinate
la 300 °C timp de 1 ora. Analizand imaginile SEM, se poate observa o structurd
poroasd, iar impachetarea particulelor pare semnificativ diferita de cea pentru
morfologia HAP pur, in functie de compozitia biomaterialului.
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Figura 5. Imaginile AFM pentru pulberea liofilizata HAPc-5%Sr: (a) topografie 2D,
(b) imagine de faza, (c) imagine de amplitudine, (d) topografie 3D, (e) sectiune
transversala de profil pe lungul sagetii din imaginea (a).

Ca exemplu, imaginile AFM pentru pulberile liofilizate necalcinate HAPc-
5% Sr dispersate 1n apa purd si adsorbite ca un strat auto-asamblat pe sticla sunt
prezentate in figura 5. Dupa cum s-a observat in topografia 2D (fig. 5a), imaginea de
faza (fig. 5b), imagine de amplitudine (fig. Sc), topografie 3D (fig. 5d) si in profil
transversal (fig. 5e), forma particulelor este aproape sferica cu un diametru mediu de
39 £ 2 nm. Imaginile AFM au confirmat de asemenea o dimensiune medie a
particulelor pentru toate pulberile liofilizate calcinate, dupa cum urmeaza 45 + 3 nm
pentru HAP, 40 + 2 nm pentru HAPc, 37 = 3 nm pentru HAPc-5% Sr si 35 + 2 nm
pentru HAPc-10% Sr. in mod special, imaginile AFM au indicat ci nano suspensiile
de pulberi HAP, liofilizate necalcinate sau liofilizate calcinate, sunt formate din
particule de dimensiuni aproape identice Tn acord foarte bun cu dimensiunea
cristalitului determinata in datele de difractie X.
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Capitol 4. ANALIZA TERMICA A PASTELOR DE HIDROXIAPATITA
MULTISUBSTITUITA

S-a cercetat stabilitatea termica a pastelor de hidroxiapatitd purd si
multisubstituitd (HAP), dopate cu magneziu, siliciu, strontiu si zinc, sintetizate
folosind o metoda apoasa de precipitare.
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Figura 1. Curbele termice pentru cele 4 paste: 1) HAP pur; 2) HAP-1,5%Mg-
0,2%Si- 0,2%2Zn; 3) HAP-1,5%Mg- 0,2%Si- 0,2%2Zn- 5%Sr; 4) HAP-1,5%Mg-
0,2%Si- 0,2%Zn-10%Sr

Curbele termice (TG, DTA) ale pastelor de HAP pur si dopat au aceeasi
forma in intervalul 30-1000 °C. Dupa 4 luni nu s-au observat diferente semnificative
in comportamentul termic. Singura diferenta se refera la continutul de umiditate al
probei. Monitorizarea termogravimetrica a pierderii in greutate aratd cd greutatea
tuturor probelor scade continuu cu cresterea temperaturii. Cea mai mare pierdere in
greutate apare n intervalul 30-200 °C si poate fi atribuitd continutului de apa foarte
ridicat din paste, deoarece moleculele de apa inconjoara particulele de hidroxiapatita.
Datele DTA corespunzatoare indica o transformare endoterma pentru toate probele la
aproximativ 160 °C.
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Capitol 5. INFLUENTA ELEMENTELOR DE SUBSTITUTIE SI A
TRATAMENTULUI TERMIC ASUPRA STRUCTURII
HIDROXIAPATITELOR MULTISUBSTITUITE

Acest studiu se axeaza pe sinteza si caracterizarea unor hidroxiapatite
(HAPs) nesubstituite si/sau substituite cu Mg, Zn, Si si Sr. Toate nanomaterialele
HAPs au fost sintetizate folosind o metoda de precipitare umeda. Au fost sintetizate
si caracterizate 4 serii de HAPs (HAP1, HAP2, HAP3 si HAP4) fiecare, liofilizata
necalcinata (Inc) si liofilizata calcinata (Ic), la cate 4 temperaturi de calcinare alese,
300, 800, 1000, 1400 °C, in total 20 de compusi cu structura de HAPs.

Stabilitatea termicad a fost urmaritd pentru fiecare nanomaterial, i.e. HAP
liofilizat necalcinat (Inc) si liofilizat calcinat (Ic) cate o ord. Stabilitatea termica a
hidroxiapatitei nesubstituite a fost determinatd si in conformitate cu cerintele
standardului 1SO 13779-3: 2008, referitoare n principal la temperatura de 1000 °C,
pentru calcinare timp de 15 h.
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Figura 1. Curbele TG pentru toate cele 4 HAP atét cele liofilizate necalcinate (Inc),
cét si tratate termic la cele 4 temperaturi experimentale (300, 800, 1000, 1400 °C):
A) HAP 1; D) HAP 4

Se poate observa ca toate hidroxiapatitele liofilizate necalcinate suferd o
pierdere de masa mai mare decat cele tratate termic, pierderea in masa scazand odata
cu cresterea temperaturii. Pentru probele necalcinate pierderea totala de masa variaza
intre 9,13% si 12,44%, valoare cea mai mica fiind la proba de HAP nesubstituit, si
creste la cea substituita. Comportamentul termic al probelor calcinate la 300 °C se
aseamana foarte mult cu cele necalcinate, diferentele constand in valorile mai mici ale
pierderilor totale de masa ca urmare a eliminarii apei fizice in timpul calcinarii. La
probele calcinate la temperaturi ridicate, 800, 1000 si 1400 °C, pierderile de masa sunt
reduse semnificativ, deoarece toate procesele de descompunere prezente pana la 800
°C s-au desfasurat in timpul calcinarii. Valorile pierderilor totale de masa la aceste
probe sunt sub 2%, in unele cazuri pe intervale mici de temperatura se remarca chiar
o crestere usoara de masa (0,2%) datorita rehidratarii in timpul analizei termice.
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Figura 3. Difractogramele de raze X pentru probele HAP1 (A, HAP), si HAP4 (D,
HAP-1,5%Mg- 0,2%Si- 0,2%Zn- 10%Sr ), liofilizate necalcinate (Inc) precum si
liofilizate calcinate, la temperaturile selectate, (300 °C, 800 °C, 1000 °C si 1400 °C),
timp de 1 ord. HAP cu Sr este compusul: (Cas.98Sr1.02)(PO4)s(OH)2.

Se poate observa ca HAP1 (Figura 1 A) contine hidroxiapatita ca faza unica
pana la inclusiv 1000 °C (PDF 72-1243) pentru o ora de calcinare. Pentru proba HAP4
(Figura 3D) se poate observa aparitia fosfatului beta tricalcic (PDF 70-2065) la 800
°C. O crestere a temperaturii de calcinare la 1400 °C evidentiaza prezenta unei faze
secundare minore, alfa-fosfat tricalcic (a-TCP, Cas(PO4)2, PDF 70-0364).

Tabel 3. Dimensiunea cristalitelor, gradul de cristalinitate HAP1 si HAP4

Nr. Probi Dimensiune Grad cristalinitate
Crt. cristalite (%)
(nm)

1 HAP1-Inc 39 52,5

2 HAP1-300 43 55,3

3 HAP1-800 63 99,2

4 HAP1-1000 128 100,0

5 HAP1-1400 144 100,0

16 HAP4-Inc 32 38,2

17 HAP4-300 36 40,1

18 HAP4-800 56 98,6

19 HAP4-1000 89 99,8

20 HAP4-1400 97 100,0

Asa cum se arata in tabelul 3, dimensiunile cristalitelor sunt cele mai mici
(i.e., 32-39 nm) pentru toate probele liofilizate si necalcinate. Dimensiunile
cristalitelor cresc puternic cu cresterea temperaturii de calcinare.
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Capitol 6. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A DISCURILOR
CERAMICE DIN HIDROXIAPATITA INCARCATE CU IONI DE ARGINT
SI NITROXOLINA

Acest capitol discuta utilizarea unor discuri poroase de hidroxiapatita
stoechiometrici (HAP) incircate cu ioni de argint si nitroxolind (5-nitro-8-
hidroxichinolina, NHQ) in vitro impotriva agentilor patogeni, cum ar fi
Staphylococcus aureus. Sunt utilizate doud pulberi HAP sintetizat, si anume HAP1
calcinata la 450 °C si HAP2 calcinata in continuare la 850 °C.

Tabel 1. Caracteristicile discurilor ceramice

Discuri Numar Densitate Absorbtia de Porozitatea
ceramice proba aparenta apa aparenta

Pa (%) am (%) Pa (%)
1 1,24 38,27 47,67
HAP1 2 1,36 34,41 47,01
3 1,46 37,31 54,73
1 1,57 29,44 46,39
HAP2 2 1,31 36,70 48,12
3 1,21 36,63 44,56

Caracteristicile de compactitate ale discurilor ceramice sinterizate au fost
determinate folosind metoda lui Arhimede. S-au determinat densitatea aparenta, pa,
absorbtia apei, am si porozitatea aparenta, Pa (Tabelul 1). Porozitatea aparentd a
discurilor ceramice este ridicatd. Aceasta proprietate permite diverselor solutii sa
patrunda in discurile poroase si ofera o alegere optima pentru adsorbtia pe suprafata
discului a componentelor din solutii. In consecinti, ionii de argint activ si
biomoleculele NHQ, impregnate in discurile HAP, pot fi eliberate in mediul
microbian.

in Figura 4 sunt prezentate imagini reprezentative ale placilor de agar pe
care sunt culturi de Staphylococcus aureus dupa incubare la 37 °C timp de 24 de ore,
cu discuri ceramice (Figura 4a) si cu solutiile initiale in care discurile fusesera
scufundate (Figura 4b). Diametrele zonelor de inhibare, Tn mm, sunt prezentate in
tabelul 2. Discurile de control, probele 1 si 6 (HAP1, HAP2, in apd purd) nu produc
nicio zona de inhibare. Cel mai mare efect este observat pentru discurile incarcate cu
NHQ, proba 4 (HAP1) si proba 8 (HAP2) (Figura 4a) si pentru solutiile lor
corespunzatoare NHQ, care au ramas dupa indepartarea discurilor (la aproximativ 24
ore de la pregdtire) pentru evaluarea antimicrobiand (Figura 4b). Efectul
antimicrobian al discului HAP1 impregnat cu NHQ (proba 4) a fost foarte puternic (>
30 mm) si comparabil cu cel al probei 8, HAP2 / NHQ. Aceasta este o dovada clara
cd NHQ adsorbita si incorporaté in discurile ceramice are un efect puternic asupra S.
aureus.
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Staphylococcus aureus ATCC 6538P Staphylococcus aureus ATCC 6538P

a. b.

Figura 4. Zonele de inhibare pentru Staphylococcus aureus in prezenta discurilor
ceramice incércate cu solutii antimicrobiene (a) sau in prezenta solutiilor
antimicrobiene in godeuri (b) Probele sunt numerotate dupa cum urmeaza: 1 pentru
HAP1 / apd si 6: HAP2 / apa, fiecare ca si control; 2 si 3: HAP1 / AgNOs; 7: HAP2 /
AgNOs; 4: HAP1 / NHQ; 8: HAP2 / NHQ; 5: HAP2 / NHQ + AgNOs; 9: HAPL1 /
NHQ + AgNOs.

Tabel 2. Zonele de inhibare pentru probele prezentate in Figura 4; Numerotarile
probelor sunt pastrate identic cu cele din legenda Figurii 4.

Proba Zone de inhibare

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Discuri - 15 15 >30 14 - 17 >30 18
Solutii - 18 18 >30 17 - 18 >30 18

Efectul antimicrobian al discurilor ceramice incarcate cu NHQ este, de
asemenea, comparabil cu cel al solutiilor NHQ (probele 4 si 8, in Figura 4b) care arata
ca S. aureus este foarte sensibil in vitro la NHQ. Discurile incarcate cu ioni Ag*
(Figura 4a) si solutiile corespunzitoare AgNOs ale acestora (Figura 4b), si anume
probele 2, 3 si 7 prezintd, de asemenea, zone de inhibare distincte. Efectul
antimicrobian al discului HAP1 incarcat cu Ag* (probele 2 si 3, Figura 4a) este mai
mic decét cel corespunzator solutiilor Ag* (Figura 4b). Cauza ar putea fi interactiunea
Ag* cu suprafata nanoparticulelor ceramice din interiorul discului care duce la 0
eliberare de Ag* incetinita. Cu toate acestea, zona de inhibare este aproape la fel
(Tabelul 2) pentru discul HAP2 incarcat cu Ag* (proba 7, Figura 4a) si pentru Ag* in
solutie (proba 7, Figura 4b). Acest lucru aratd ca aceste caracteristici ale discurilor
HAP sunt, de asemenea, importante.

Efectul antimicrobian (Tabelul 2) pentru discul HAP1 (proba 9) anterior
imersat n solutia initiala de NHQ timp de 30 min, este mai mare decét cel al discului
HAP2 imersat timp de 15 min (proba 5), ambele imersate, dupa indepartarea din NHQ,
n 5 ml 102 M solutie de AgNOs fiecare.
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Capitol 7. CIMENT PORTLAND IMBOGATIT CU
HIDROXIAPATITA PENTRU APLICATII ENDODONTICE

Aceasta lucrare se concentreaza pe cimentul endodontic obtinut din ciment
Portland imbogatit cu doud tipuri de hidroxiapatita, simpla si dopata cu 5% Zn.
Hidroxiapatitele au fost sintetizate folosind o metoda prin precipitare umeda si au fost
investigate prin difractia de raze X, FTIR, TEM si AFM. Din din punct de vedere
structural, ambele hidroxiapatite au fost obtinute intr-0 singura faza cristalina, care
contine particule in intervalul nanometric, dupa cum reiese din analizele XRD, TEM
si AFM. S-au preparat mai multe compozitii experimentale de ciment Portland
comercial amestecat cu hidroxiapatita.
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Figura 5. Imagistica AFM a particulelor de Hap dopata cu Zn adsorbite pe sticla
timp de 10s din dispersie apoasa: topografie 2D (a), imagine de faza (b), imagine de
amplitudine (c), topografie 3D (d), profilul sectiunii transversale (e) pe directia
sagetii din imaginea (a); aria scanata de 0,5um x 0,5um; dimeniunea medie a
nanoparticulelor este de 27 nm.

Majoritatea particulelor sunt alungite, cu o lungime de aproximativ 40/20
nm pentru hidroxiapatita dopata cu Zn.

in experimente, hidroxiapatita stoichiometrica, necalcinata si hidroxiapatita
dopatd de Zn au fost amestecate impreund cu cimentul Portland. Compozitiile
probelor de ciment endodontic sunt prezentate in tabelul 2. Proba SO este compusa
numai din ciment Portland si este proba standard. Cimenturile S1, S2, S3 si S4 contin
diferite cantitati de hidroxiapatitad stoechiometrica, in timp ce cimenturile endodontice
S5, S6 si S7 cuprind diferite cantitati de hidroxiapatitd dopata cu Zn.

Datele experimentale in ceea ce priveste timpurile de priza ale cimenturilor
endodontice studiate, care contin o apd de consistenta de 87 ml, la temperaturi de 22
°Ciar la 37 °C, sunt prezentate n tabelul 4.
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Tabelul 2. Compozitiile de ciment endodontic studiate

Material (%) HAP HAP Ciment
Proba stoechiometric | dopat cu Zn Portland
SO - - 100
S1 1 - 99
S2 2 - 98
S3 3 97
sS4 5 - 95
S5 - 1 99
S6 - 2 98
S7 - 3 97

Timpurile de priza pentru toate probele experimentale, inclusiv standardul,
S0, scad odata cu cresterea temperaturii de la 22 °C la 37 °C, temperatura normala a
corpului uman. Nu se poate observa nicio diferenta prin adaugarea de 1 si 2 % masice
de hidroxiapatita necalcinata (probele S1 si S2). Proba S3, care contine 3 % masice
hidroxiapatitd, aratd o scadere mai accentuatd a timpului de priza la ambele
temperaturi de lucru. Prin cresterea continutului de hidroxiapatitd pana la 5% masic,
asa cum se vede in proba S4, o reducere la jumatate a prizei cimentului endodontic
timpul poate fi observata.

O scadere progresiva a timpului de priza la toate probele care contin
hidroxiapatita dopatd cu Zn, si anume S5, S6 si S7, poate fi de asemenea observata.
Proba S7, care contine 3% in greutate hidroxiapatitd dopatd cu Zn, aratd
comportament similar probei S3, care contine 3% masic hidroxiapatitd
stoechiometrica. Cele doua tipuri de hidroxiapatitd prezinta rezultate comparabile in
scaderea timpului de priza a cimentului endodontic.

Tabelul 4. Timpul de priza pentru cimentul Portland si amestecurile endodontice
experimentale

Proba Apa de Timp de priza (min)
consistenta La22°C La37°C
(ml)
SO 85 70
S1 70 60
S2 70 60
S3 87 55 45
S4 45 35
S5 70 65
S6 65 60
S7 55 45
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Capitol 8. SINTERIZAREA SI CARACTERIZAREA UNOR NOI CERAMICI
PE BAZA DE FORSTERIT

Acest studiu prezintd sinterizarea unor noi ceramici de forsterit (FC)
folosind nano pulbere de forsterit, obtinuta printr-o metoda sol-gel. Ceramica
forsteritica a fost sinterizatd intre 1200 si 1450 °C. Ceramicile forsteritice (FC) au
suferit unele modificari in caracteristicile lor structurale, cum ar fi porozitatea
aparentd, densitatea aparenta, si contractia liniard in functie de temperaturile de
sinterizare, 1200, 1300, 1400 si 1450 °C utilizate in procesul de obtinere (FC (1200),
FC (1300), FC (1400) si FC (1450)).
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Figura 1. Densitatea aparenta, porozitatea aparenta si contractia liniara la ardere
pentru ceramicile forsteritice in functie de temperatura de sinterizare

Dupa cum se arata in Figura 1, contractia liniard a ceramicii forsteritice
sinterizate a inregistrat o crestere constanta de la 12,46 + 0,16% la 17,03 + 0,15%, la
o crestere a temperaturii de sinterizare de la 1200 la 1450 °C. Densitate aparentd a
crescut de la 1,91 + 0,02 la 2,33 + 0,01 (g / cm?), in timp ce porozitatea
corespunzatoare a scazut de la 39,15 + 0,16 la 25,05 + 0,14%.

Analiza statistica evaluatd cu programul GraphPad Prism a aratat ca o
crestere a temperaturii de sinterizare a indus o crestere a contractiei liniare. Diferente
statistice semnificative (p <0,05) evaluate prin teste one-way ANOVA si comparatii
multiple Bonferroni au fost observate intre ceramicile forsteritice sinterizate la 1200
°C si ceramicile sinterizate la restul temperaturilor experimentale. Diferente
semnificative au fost, de asemenea, identificate intre ceramica forsteritica sinterizata
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la 1300 °C si ceramicile sinterizate la 1400 °C si 1450 °C. Nu s-au gasit diferente mari
ntre ceramicile sinterizate la 1400 °C si 1450 °C. Ordinea intre ceramicile forsteritice
(FC) este: FC (1200) <FC (1300) <FC (1400) = FC (1450).

Capitol 9. EVALUAREA BIOCOMPATIBILITATII SI BIOACTIVITATII
CERAMICII POROASE DE FORSTERIT

Studiul urmareste sa evalueze biocompatibilitatea si bioactivitatea unor noi
ceramici poroase forsteritice (FC) produse din pulbere de nano-forsterit de inaltd
puritate, sintetizatd printr-o metoda originalad sol-gel, ce a fost supusa apoi presarii in
pastile, folosind o solutie de alcool polivinilic ca si agent de liere. Apoi, pastilele brute
au fost sinterizate la 1200 °C, 1300 °C, 1400 °C si 1450 °C. Cele patru ceramici
forsteritice obtinute, FC-1200, FC-1300, FC-1400 si FC-1450, au fost complet
caracterizate prin masuratori de densitate, porozitate si contractie.
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Figura 1. Contractia liniara (LS, linear shrinkage) a ceramicii forsteritice
(FC) fata de temperatura de sinterizare. Barele de eroare sunt pentru abaterea standard
(SD); varfurile barelor de eroare ating doar valorile medii, indicand o calitate ridicata
a datelor cu o reproductibilitate excelenta. Datele sunt date ca medie = SD. Diferentele
semnificative statistic pentru p <0,001 sunt marcate (***)

Dupa cum este indicat in Figura 1, analiza statisticd a aratat o diferentd
semnificativa intre contractia liniara (LS) pentru FC-1200 fata de FC-1300, FC-1400
si FC-1450 (stele rosii), precum si pentru FC-1300 fata de FC-1400 si FC-1450 (stele
albastre), pentru p <0,001; in timp ce LS pentru FC-1400 fata de LS pentru FC-1450
nu au fost statistic diferite, p> 0,001.

Urmatoarea ordine FC-1200 <FC-1300 <FC-1400, a fost gasitd pentru p
<0,001. Deci, cea mai mare valoare LS (%) de 16,73 + 0,13 a fost gésita pentru FC-
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1400. Aceste date, prezentate in Figura 1, au relevat faptul ca FC-1400 este aparent
cel mai bun in ceea ce priveste compactitatea particulelor din ceramica pe baza de
forsterit cu potential de interes pentru defectele de reparatie osoasa.
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Figura 5. Imaginea SEM (a) si spectrul EDS (b) pentru ceramica
forsteritica, FC-1400, dupa 3 luni de imersie in SBF

Imaginea SEM pentru morfologia suprafetei si spectrul EDS obtinut pe
ceramica forsteritica, FC-1400 sinterizata la 1400 °C, scufundata in SBF timp de 3
luni, este prezentata in Figura 5. Tn imaginea SEM, Figura 3, cristale de hidroxiapatiti
nou formate sunt evidentiate pe suprafata ceramicii forsteritice, FC-1400.

Spectrul EDS din zona care contine cristale de hidroxiapatita arata prezenta
calciului si fosforului impreuna cu siliciu si magneziu, apartindnd FC. Astfel, se
demonstreaza ca prin mentinerea probelor FCs in SBF, cristalitele de hidroxiapatita
sunt initiate si cresc pe ceramica forsteritica poroasa.

Figura 6 prezinta rezultatele testului MTT pentru ceramica forsteritica, FC-
1200, pentru diferite intervale de timp Tn cultura HFL.

Viabilitatea celulara a fost evaluata cu testul MTT si a evidentiat o crestere
treptatd a proliferarii celulare pe scafoldurile FC-1200, cu diferente semnificative
statistice intre 3 versus 7 zile si intre 3 versus 14 zile, in cultura fibroblastelor (p
<0,001), dar fard o diferenta semnificativa statistica intre 7 si 14 zile, in cultura de
celule, p>0,001.

Prin urmare, densitatea celulelor de pe scafoldurile FC-1200 a crescut odata
cu timpul de incubatie pana la 7 zile fara o crestere semnificativa intre 7 si 14 zile
dupa insamantare. Rezultatele indica faptul ca scafoldurile FC-1200 pot promova
aderenta, proliferarea si cresterea celulelor si, prin urmare, au o biocompatibilitate
excelenta.

Tn plus, testul la 14 zile in cultura arati ci proliferarea celulari este doar
usor crescutd comparativ cu nivelul atins la 7 zile si fara semnificatie statistica. Prin
urmare, cel mai inalt nivel pentru viabilitatea si proliferarea celulelor a fost atins la 7
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zile pentru FC-1200 in cultura HFL, cénd suprafata scafoldurilor a fost complet
acoperita cu celule aderente.

MTT viability assay
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Figura 6. Viabilitatea si viteza de proliferare a celulelor, data ca unitati de
densitate opticd (OD), a celulelor HFL cultivate pe scafolduri FC-1200 timp de 3, 7 si
14 zile prin utilizarea testului MTT. Barele de eroare sunt pentru abaterea standard
(SD). Analiza statistica a OD (valori medii) indica diferente semnificative pentru p
<0,001 si sunt marcate (***)
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Capitol 10. ACTIVITATEA ANTIBACTERIANA IN-VITRO A UNOR
COMPOZITE NANOSTRUCTURATE PE BAZA DE FORSTERIT SI
NANOPARTICULE DE ARGINT

Acest studiu a fost efectuat pentru a evalua activitatea antimicrobiand a doua
pulberi nanostructurate de forsterit, ambele in absenta si prezenta nanoparticulelor de
argint (AgNPs). Cele doud pulberi de forsterit (FS) au fost preparate prin metode
avansate de sinteza, sol-gel (FSsg) si precipitare (FSpp). Prepararea sistemelor
coloidale de AgNPs a fost realizatd utilizand precursorul, AgNOs, citratul trisodic si
acidul tanic, asigurardnd formarea si stabilizarea AgNPs.
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Figura 1. Spectrele de difractie RX pentru pulberea FSsg

Spectrele de difractie XRD sunt prezentate in Figura 1 pentru pulberea
FSsg. Spectrul XRD prezinta 0 faza bine cristalizata cu varfuri inguste, foarte bine
definite. Mai mult, Figura 1 prezinta forsteritul ca o singura faza existand doar urme
de oxid de magneziu (MgO).

Forsteritul obtinut prin metoda sol-gel a fost investigat in prezenta AgNPs
atat in mediu neutru (pH-7) cat si in mediu alcalin (pH-12), raportat la continutul de
FSsg, avand o cantitate constanta de 0,25 mM AgNPs. Aspectele modului de actiune
al produsului FSsg pe tulpinile testate sunt prezentate in tabelul 1 si figurile 9a si 9b.
Testarea efectului antibacterian al forsteritului obtinut, FSsg si FSpp, variante cu
AgNPs si variante, farda AgNPs, si anume forsterit in apa purd, precum si in pH neutru
si Tn medii cu pH alcalin, a fost efectuatd prin metoda de difuzie in agar impotriva
tulpinilor S. aureus si E. coli.
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Tabelul 1. Continut in FSsg a probelor preparate in doud medii, pH 7 si in mod
distinct pH 12, la acelasi continut in AgNPs (0,25 mM) si diametrul zonelor de
inhibare la 24 ore; tulpini testate: S. aureus si E. coli.

Caracteristici compozit

AgNPs in mediu apos la pH-7, AgNPs in mediu apos, la pH-

. . versus continut in FSsg 12, versus continut in FSsg
Tulpina testata

Diametrul zonelor de inhibitie (mm) penrtu cele 4 godeuri

1 (4 mg FSsg/ 3 (8 mg FSsg/ 2(4mg 4 (8 mg FSsg/
mL) mL) FSsg/ mL) mL)
S. aureus 6538P
ATCC 10 9 9 8
E. coli 10536 ATCC 0 0 0 0

pH-12 ~4

pH-12 I . |
II]lIﬂIIll]llLI'lIII|lII7I!IlN[Hmmq!l2'!III||Ilﬂglnlll‘lwllllllul;llﬂl"

lal]mqnﬂ|||||||2||m|nr;]m|||u’||||u|ngrnqmugml:wnpuulzmm ‘
Il Stophylococcus aureus Atcc 653 PN NN T ~cvcrichin coti arcc 10536
Figura 9. Zonele de inhibitie pentru Staphylococcus aureus 6538P ATCC (a) si
lipsa zonelor de inhibitie pentru Escherichia coli 10536 ATCC (b), fata de valori pH
si continut in FSsg. Godeurile sunt numerotate in conformitate cu continutul in FSsg
si valoarea pH-ului, (Tabel 1); godeu 1: 4 mg of FSsg/mL, pH 7; godeu 2: 4 mg
FSsg/mL, pH 12; godeu 3: 8 mg FSsg/mL, pH 7; godeu 4: 8 mg FSsg/mL, pH 12;
fiecare proba are acelasi continut de 0,25 mM AgNPs. Imaginile marite pentru
fiecare godeu sunt de asemenea prezentate.

Din analiza datelor enumerate in tabelul 1 si figurile 9a si 9b, se poate
observa ca produsul FSsg a avut doar efect inhibitor asupra tulpinii S. aureus. Zonele
de inhibare au fost cuprinse intre 8 si 10 mm si nu au fost influentate de pH sau
cantitatea de FSsg (la 4 mg / ml si 8 mg/ ml). De asemenea, mentionam ca zonele de
inhibare nu si-au schimbat dimensiunile dupa depozitarea placilor incd 3 zile la
temperatura camerei (in camere umede). Nu a fost gésit niciun efect inhibitor asupra
tulpinii de E. coli.
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Capitol 11. ACTIVITATEA ANTIBACTERIANA IN-VITRO A
NANOPULBERII DE FORSTERIT

Nanopulberea de forsterit (FS) a fost preparata prin doua metode, si anume
sol-gel (FSsg) si precipitare (FSpp). Pentru a caracteriza atit FSsg, cat si FSpp, au fost
utilizate metodele TG-DSC, XRD, TEM si AFM. Activitatea antibacteriand in-Vitro a
fost investigata pe o tulpina S. aureus 6538P (ATCC).

"I'"J'[""l"L':""I"gj""l“2""'l'"7'['"'I"g]""l"g]""l"’ug"l'"""'"I"'g',"'l" "'I"""'"":"""'""l"ﬂ'"'F'ﬂ"ﬂl'";!""I"'.'f""l"gp"ﬁ'wm""ﬂq;w
I sto0hyiococcus aureus Atcc 6538 ¢ N I 5to0hyiococcus aureus atcc 6535 ¢ I
a b
Figura 12. Testare antimicrobiana pentru probele FSsg 1c (a) si FSpp 2c (b)
impotriva Staphylococcus aureus: 1 =10 mg; 2=5mg; 3=2,5mg; 4 =1,25mg; 5
= martor (fara forsterit)

La proba 1c (FSsg) nu s-a constatat efect inhibitor la nicio dilutie,
remarcéndu-se dezvoltarea de colonii in toate triunghiurile corespondente ale placii
Petri in care s-au ficut insamantarile (pozitiile 1, 2, 3 si 4), inclusiv in triunghiul
corespondent tubului martor (pozitia 5) (figura 12 a).

La proba 2c (FSpp), s-a constatat efect inhibitor la tubul 1 (contine 10 mg
forsterit solid + 1 ml bulion nutritiv), constatandu-se lipsa coloniilor in triunghiul
corespondent (pozitia 1). La celelalte dilutii, respectiv 5 mg, 2,5 mg si 1,25 mg, nu se
constatd efect inhibitor, observandu-se dezvoltarea de colonii n toate triunghiurile
corespondente (pozitiile 2, 3 si 4), inclusiv triunghiul corespondent tubului martor
(pozitia 5) (figura 12 b).

Rezultate identice s-au obtinut si in urma testarii cu probele 1a si 2a, fiind
demonstrat astfel ca FSpp induce efect inhibitor la prima dilutie (10 mg FSpp + 1 ml
bulion) si nu are efect inhibitor la dilutii inferioare. Placile prezentate in Figura 12, au
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fost tinute In continuare sub observatie inca timp de 5 zile (in microcamere umede),
fara a se constata modificari fata de aspectul initial.

Din tuburile primare cu FSgs (10 mg + 1 ml bulion) si FSpp (10 mg + 1 ml
bulion), din care s-a facut insdmantarea in placile mentionate mai sus, mentinute la
temperatura laboratorului (48 de ore), s-au efectuat insdmantari prin striere pe cate o
placa Petri cu agar Muller Hinton, divizate in doua jumatati: partea stanga la si lc
(FSsg) si partea dreapta 2a si 2¢ (FSpp).

Placile s-a introdus la 37 °C, timp de 24 de ore. La interpretare s-a constatat
lipsa efectului inhibitor la produsele FSgsla si FSgslc (dezvoltarea de colonii) si
producerea efectului inhibitor la produsul FSpp2a si FSpp2c (lipsa dezvoltarii de
colonii, mediul ramane steril) (Figura 13 a si b). Rezultatele obtinute la cele doud
testari cu produsele 1a si 2a, respectic lc si 2¢ au fost identice.

0 O A e "'””"”"I"‘ll'”"”'lllm"lllIl"vrrlmmumumuunl!l!UHI
i o " A T4l sl el Tl el el o

- Staphylococcus aureus ATCC 6538 P- - Staphylococcus aureus ATCC 6538 P-

Figura 13. Efectul inhibitor a FSsg si FSpp asupra Staphylococcus aureus, 1a, 1c
(FSsq): lipsa efectului inhibitor (dezvoltarea de colonii); 2a, 2¢c (FSpp): producerea
efectului inhibitor (lipsa dezvoltarii de colonii)
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Capitol 12. HIDROXIAPATITA PENTRU iNDEPARTAREA METALELOR
GRELE DIN APELE UZATE

Pulberea de hidroxiapatita (HAP) de cristalinitate scazutd si suprafata
specificd destul de mare a fost sintetizata printr-o metoda de precipitare. HAP a fost
folosit pentru indepartare de metale (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb si Zn) din
apele uzate miniere. Continutul de metal din probele initiale si cele tratate au fost
cuantificate prin spectrometrie cu emisie atomicd in plasma cuplatd inductiv si
spectrometrie de absorbtie atomicd cu sursd continud de Tnaltd rezolutie. Prin
utilizarea HAP, o eliminare eficientd a tuturor metalelor a fost asiguratd. Cresterea
continutului de ioni de Ca?* in apa tratatd sugereazi un mecanism de schimb de ioni.

Tabel 1. indepartarea metalelor din ape uzate folosind pulbere HAP nanometrica
(rezultatele sunt date ca medie + deviatie standard)

Metal | Continut Continut final | Grad de Valori limita impuse pentru
initial ce, mg/L indepartare, apele uzate, mg/L
co, mg/L %°

Al 313+37 1.9+0.6 99.39+0.24 5 (STAS9411-83)

cd 0.21+0.07 | 0.068 £0.043 67.6+1.2 0.2 (SRENISO 5961:2002)

Co 1.1+0.6 0.15+0.07 86.4+1.1 1 (SRISO 8288:2001)

Cr 0.046 * 0.009 £ 0.006 804+11 1 (SREN 1233:2003)

Cu 0.024 0.014 £ 0.011 98614 0.1 (SRISO 8288:2001)

Fe 1.0+0.7 0.9+0.6 99.02 £0.20 5 (SRISO 6332-96)

Mn 92+9 0.81+0.48 99.57 +0.05 1 (SRISO 6333-96)

Ni 189.7+4.3 | 0.16 £0.09 66.0+1.0 0.5 (SRISO 8288:2001)

Pb 0.47 £0.22 | 0.066 +0.045 58.8+1.0 0.2 (STAS 8637-79)

Zn 0.16 £0.07 | 0.18 +0.08 98.75+0.13 0.5 (SRISO 8288:2001)
14.4+0.9

2 gradul de Indepartare si intervalul sdu de incredere au fost calculate printr-0
diferenta de concentratie si abatere standard comuna

Gradul de indepartare, R(%) a fost calculat:
R(%) = 100“06;“9 2)
0

unde co este continutul elementului (mg / L) din proba initiala de apa uzata, in timp ce
Ce este continutul sau final la echilibru, dupa adsorbtie timp de 120 min pe HAP.
Continutul initial si final precum si gradul de indepartare calculat pentru fiecare metal
sunt prezentate in tabelul 1, impreuna cu erorile standard din determinarile facute pe
3 probe paralele. in acelasi tabel, sunt prezentate valorile limiti pentru continutul de
metal admisibile Tn apele uzate evacuate Tn ape naturale.

Toti ionii metalici sunt indepartati la valori finale sub valorile admise in
standardele pentru apele uzate. Gradul de indepartare este aproape de 100% pentru
metalele existente in cantititi mai mari in apele uzate si mai mici (60-80%) pentru
cele prezente initial doar in concentratii foarte mici (chiar si sub limita admisa -
Tabelul 1).
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Probabil, adsorbtia lor pe suprafata nanoparticulelor HAP este limitata de
sorbtia simultand a ionilor existenti in exces in apelor uzate. Intervalele de incredere
sunt mari datorita existentei unor metale (Cu, Cr, Pb, Ni) in apropierea limitei de
cuantificare a metodelor analitice.

In orice caz, o indepartare eficientd a acestor metale sub valorile nivelurilor

admise se poate observa, de asemenea, pentru apele uzate in prezenta celor cu
concentratii mari.

1004 ——
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Figura 5. Gradul de indepartare a metalelor din apa uzata minera pe HAP cu
cristalinitate scazuta

Concentratia ionilor Mn?* din apele uzate minere a fost masurata la puncte
de timp diferite. Adsorbtia Mn, X, din solutia contaminata pe HAP, a fost calculata
in mg Mn / g HAP pentru fiecare moment dupa formula:

_ (co—c)V
x = azeV @3)
unde co este continutul initial de Mn?*, ¢t este continutul la momentul t (mg / L), V

este volumul solutiei (0,1 L) si m este masa HAP (10 g). Aceste valori sunt introduse
in tabelul 2.

Tabel 2. Adsorbtia Mn?* pe nanoparticule de HAP

Timp Continut | x, Xe-X, In(Xe-x) t/x, /2,
de in Mn2* mg/g mg/g min.g/mg | min/2
contact, | t,c, mg/L

t, min.

0 189.7 0 1.8905 0.6368 0 0

1 146.6 0.4310 1.4595 0.3781 2.3202 1

2 108.3 0.8140 1.0765 0.0737 2.4570 1.4142
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15 3.925 1.8578 | 0.0327 | -3.4195 8.0743 3.8730
30 1.951 1.8775 | 0.0130 | -4.3436 15.9788 5.4772
60 1.156 1.8855 | 0.0050 | -5.2903 31.8228 7.7460
120 0.811 1.8889 | 0.0016 | -6.4440 63.5294 10.954
240 0.726 1.8897 | 0.0008 | -7.2089 127.002 15.492
300 0.707 1.8899 | 0.0006 | -7.5056 158.74 17.321
600 0.659 1.8904 | 0.0001 | -9.5670 317.39 24.495
960 0.652 1.8905 | O 507.81 30.984

Capitol 13. CONCLUZII GENERALE

1. Testarea in vitro a viabilitatii a doua linii celulare tumorale de col uterin umane
(HeLa) si CaSki) cu comportament diferit in ceea ce priveste chemosensibilitatea la
Dox, a dus la o inversare a chemoresistentei pentru celule tratate prin noi
nanocomplecsi de aur cu doxorubicina stabilizata cu Resv, la o concentratie mult mai
mica de Dox, In comparatie cu acelasi grad de raspuns celular la Dox singur, la doze
mal marl.

2. S-au preparat pudre de hidroxiapatita stoechiometricd — HAP si multisubstituita —
HAP-0,25%Mg, HAP-0,25%Mg-0,47%Si, HAP 1,5%Mg-0,47%Si, HAP-0,67%Mg-
0,2%2n-0,13%Si, HAP-1,5%Mg-0,2%Si-0,2%Zn, HAP-1,5%Mg-0,2%Si-0,2%Zn-
5%Sr, HAP-1,5%Mg-0,2%Si-0,2%2Zn-10%Sr. Studiile de stabilitate termicad facute
prin analiza termica (TG-DSC-DTA) au demonstrat o stabilitate termica excelenta a
tuturor compozitiilor de HAPs. De exemplu, HAP stoechiometric este stabil pana la
1000 °C conform 1SO 13779-3: 2008.

3. S-au preparat paste de hidroxiapatita stoechiometrica — HAP, si multisubstituitd —
HAP-1,5%Mg-0,2%8Si-0,2%Zn, = HAP-1,5%Mg-0,2%Si-0,2%Zn-5%Sr, ~ HAP-
1,5%Mg-0,2%Si-0,2%2Zn-10%Sr. Rezultatele analizei termice confirma o stabilitate
termica ridicata a pastelor de hidroxiapatita pura si multidopata, pana la 1000 °C, chiar
si dupa imbatranire timp de 1 an de la pregatirea lor. Comportamentul termic al
pastelor de hidroxiapatita pura si dopata in timp aratd cd depinde in principal de
pierderea apei adsorbite fizic si chimic.

4. S-au preparat discuri poroase ceramice din hidroxiapatita, HAP, incarcate cu ioni
de argint si nitroxolind (5-nitro-8-hidroxichinolina, NHQ) si s-au utilizat in vitro
impotriva agentilor patogeni, cum ar fi Staphylococcus aureus. Rezultatele
demonstreaza pentru prima data capacitatea NHQ si a Ag* de a difuza din discurile
ceramice si a-si exercita efectul antimicrobian.

5. S-au preparat compozitii experimentale de ciment endodontic obtinut din ciment
Portland imbogatit cu doua tipuri de hidroxiapatita, simpla si dopata cu 5% Zn (1, 2,
3, 5 % masic). S-a testat timpul de priza la 22 °C si 37 °C. Timpul de priza pentru
ambele seturi de probe, cu adaos de hidroxiapatita stoechiometrica, necalcinata (S1-
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S4) si hidroxiapatita dopata cu Zn (S5-S7) a scazut exponential la ambele temperaturi
de lucru.

6. S-au obtinut ceramici pe baza de forsterit (Mg2SiOa4) sinterizate la 1200, 1300, 1400
si 1450 °C (notate FC (1200), FC (1300), FC (1400) si FC (1450)). Porozitatea
aparentd a celor patru ceramici forsteritice, a scazut treptat cu cresterea temperaturii
de sinterizare de la aproximativ 39% pentru 1200 °C la 25% pentru 1450 °C.
FC(1400) a dezvoltat o duritate destul de mare de aproximativ 3 GPa.

7. Valorile de contractie liniard (%) pentru ceramica forsteritica aratid o crestere
aproape liniard, cu diferente semnificative intre toate FC in intervalul de temperatura
de la 1200 la 1400 °C, de la 12,46 £+ 0,16% la 16,73 + 0,13%. Existd o dependenta
neliniard a densitatii relative fatd de temperaturile de sinterizare. Densitatea relativa a
crescut de la 59,1 + 0,8% la 68,2 + 0,6%, cu o diferenta semnificativa intre FC-1200
si FC-1300 si FC-1400, pentru p <0,05, dar fard o diferentd semnificativa intre FC-
1300 fata de FC-1400, p > 0,05. Porozitatea totala a scazut de la 40,83 + 0,11% la
31,77 £ 0,08%, cu diferente semnificative intre toate FC.

8. Ceramica fosteritica FC (1200), a relevat o excelentd biocompatibilitate in cultura
HFL, apreciata prin testul FDA). Prin cresterea timpului de mentinere a scafoldurilor
de ceramica forsteritica, FC (1200) in mediul de culturd, de la 1 1a 3 si 7 zile, a crescut
si numirul de celule vii. Densitatea celulelor de pe scafoldurile FC-1200 a crescut
odata cu timpul de incubatie pana la 7 zile fara o crestere semnificativa intre 7 si 14
zile dupa insamantare.

9. S-au obtinut compozite nanostructurate pe baza de forsterit (obtinut prin sol-gel
FSsg si precipitare FSpp) si nanoparticule de argint. S-a studiat activitatea lor
antibacteriana asupra Staphylococcus aureus (S. aureus) si Escherichia coli (E. coli).
Efectul inhibitor al forsteritului sintetizat, FSsg si FSpp, in variantele cu AgNPs a fost
gasit doar pe tulpina S. aureus, zonele de inhibare fiind cuprinse intre 8 si 10 mm si
mai intens exprimate in produsul FSpp. Diferenta dintre FSsg si FSpp poate fi legata
de marimea nanoparticulelor din aceste nanomateriale.

10. Efectul inhibitor al compozitelor FSsg-AgNPs si FSpp-AgNPs nu a fost influentat
in mod semnificativ de pH-ul neutru si pH-ul alcalin sau de cantitatea de fosterit / mL
(adica 4 mg / mL, respectiv 8 mg / mL) prezent in diferite produse. Astfel, in acest
studiu a fost inregistrata o cantitate optima de forsterit de 4 mg / ml.

11. Forsteritul, FSsg sau FSpp, utilizat numai in apa pura, precum si in mediu neutru
(pH-7) si mediu alcalin (pH-12), in absenta AgNPs, nu a avut efect inhibitor asupra
tulpinilor bacteriene testate.

12. Efectul inhibitor antibacterian al forsteritului de sine statator obtinut prin sol-gel
(FSsg) si precipitare (FSpp) a fost testat asupra unei tulpini de Staphylococcus aureus
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(S. aureus). Testarea produselor FSgs si FSpp, prin metoda dilutiilor in bulion nutritiv,
a permis sa se constate ca efectul inhibitor fata de tulpina de S. aureus, s-a evidentiat
numai la produsul FSpp, la dilutia de 10 mg/1 ml si nu la dilutiile inferioare (Smg/ml,
2,5 mg/ml si 1,25 mg/ml). Insimantarea pe plici Petri cu agar Mueller Hinton, a
confirmat cd produsul FSsg nu are efect inhibitor (dezvoltare de colonii in placa de
culturd), iar produsul FSpp are efect inhibitor de tip bactericid (lipsa dezvoltarii de
colonii in placa de culturd). insamantarea in tuburi cu bulion nutritiv, a confirmat de
asemenea, ca produsul FSsg nu are efect inhibitor (turbiditate in tubul de cultura), iar
produsul FSpp are efect inhibitor (bulionul a ramas limpede, fiind steril).

13.Tn relatie cu timpi diferiti de contact, 5, 10, 15, 30 si 60 minute, s-a constatat ca
ambele produse FSsg si FSpp, nu au capacitate inhibanta, dezvoltandu-se colonii in
placa Petri de control. Prelungind timpul de contact la 24 de ore, s-a constatat ci
produsul FSgs nu are capacitate inhibanta, pe cand produsul FSpp a produs inhibitie,
efectul fiind de tip bactericid.

14. Hidroxiapatita - HAP a fost folositd pentru indepartarea de metale (Al, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb si Zn) din apele uzate miniere. Continutul de metale din probele
initiale si cele tratate a fost cuantificat prin spectrometrie cu emisie atomica in plasma
cuplata inductiv si spectrometrie de absorbtie atomica cu sursa continua, de inalta
rezolutie. Prin utilizarea HAP, o eliminare eficientd a tuturor metalelor a fost
asiguratd. Cresterea continutului de ioni de Ca®* in apa tratatd sugereazi un mecanism
de schimb de ioni.

15. Structura HAP prin rafinament Rietveld este data. Hidroxiapatita cristalizeaza in
sistemul cristalografic hexagonal, are grupul spatial P6 3/ m si urmatorii parametri de
retea: a=b=9.4166 A ; c=6.8745 A; volum celula =527.91 A3, Substitutia cu alti
cationi are loc primordial in pozitia Ca2 si apoi in pozitia Cal, depinzand de
concentratia ionului substituent.
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implanturi metalice, Academia Oamenilor de Stiintd, Conferinta de
Toamna, Convergenta Reala Romania-Uniunea Europeana, Volumul I,
Comunicari Integrale, Brasov 20-21 Septembrie, 258-265 (2019), ISBN
978-973-618-430-7.

15.2. Participari la conferinte si simpozioane
Rezultatele stiintifice s-au prezentat in cadrul a 7 conferinte obtinand un
premiu pentru ,,Cel mai bun poster” la conferinta [5].

Lista conferinte

1. A. Avram, F. Goga, M. Tomoaia - Cotisel, Zeolite type A - preparation,
characterization and further applications, 6th International Conference
Biomaterials, Tissue Engineering and Medical Devices (BiomMedD'2014),
Constanta Romania September 17-20, (2014).

2. A. Avram, F. Goga, A. Mocanu, M. Tomoaia - Cotisel, Hydroxyapatite biomimetic
ceramic synthesized by a novel sol-gel method, COST Action NP1301 New
Generation Biomimetic and Customized Implants for Bone Engineering.
Biomaterials for Dental and Orthopedic Applications, Cluj-Napoca,
Romania March 13-15, (2017).

3. A. Avram, M. Gorea, N. Har, A. Mocanu, M. Tomoaia-Cotisel, Porous forsterite
3D scaffolds with potential osseo-regenerative properties - a preliminary
study, The 11th Edittion of the Symposium with International Participation
Dedicated to the Romania’s Great Union Centenary New Trends and
Strategiesi The Chemistry of Advanced Materials with Relevance in
Biological Systems, Technique and Environmental Protection, Timisoara,
Roméania June 28-29, (2018).

4. L. Timis, A. Avram, M. Gorea, |. Bota, I. Petean, M. Tomoaia-Cotisel, Synthesis
and characterization of tricalcium silicate as a main component of
endodontic cement, The 11th Edittion of the Symposium with International
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Participation Dedicated to the Romania’s Great Union Centenary New
Trends and Strategiesi The Chemistry of Advanced Materials with
Relevance in Biological Systems, Technique and Environmental Protection,
Timisoara, Romania June 28-29, (2018).

5. A. Avram, A. M. Naghiu, M. Gorea, Maria Tomoaia-Cotisel, Forsterite porous
nanoceramics as a novelty in medical applications, International Conference
on Materials Science & Materials Chemistry, Paris, France, 20- 22 August,
(2018),

6. A. Avram, M. Gorea, A. Mocanu, M. Tomoaia-Cotisel, Cercetarea si dezvoltarea
unor Compozite Formate din Forsterit, Colagen si PLA depuse pe
Implanturi Metalice, September, Conferinta nationala Stiintifica, Acasemia
oamenilor de Stiinta din Romania 20-21 Septembrie 2019 Brasov, Volum
de Rezumate, 13(2), 79 (2019).

7. A. Avram, M. Gorea, A. Mocanu, M. Tomoaia-Cotisel, The influence of synthesis
methods on the characteristics of porous forsterite ceramics, 12th
International Conference Processes in Isotopes and Molecules Cluj-Napoca
25-26 September 86 (2019).

15.3. Participari la cercetiiri contractuale

Doctoranda a activat ca asistent de cercetare in cadrul a 5 proiecte de
cercetare stiintifica realizate in Centrul de Cercetare Stiintificd in Chimie Fizica,
CECHIF, Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica, FCIC, din Universitatea Babes-
Bolyai din Cluj-Napoca, UBB, condus de Director, Prof. Univ. Dr. Maria Tomoaia-
Cotisel.

Lista proiecte

1. Contract IDEI 257/ 2011- 2014
Nanostructuri multifunctionale formate din nanoparticule de aur sau argint
si diferite biomolecule cu aplicatii medicale, NANOMED

2. Contract PN2 Parteneriate 171/ 2012 -2015
Dezvoltarea unor noi implanturi si composite inteligente bazate pe
nanotehnologie avansata cu multiple aplicatii medicale; DONTAS

3. Contract EuroNanoMed nr. 4005/2013 2014-2017
Compozite multifunctionale injectabile pe bazd de nano HAp pentru
tratamentul fracturilor pe os osteoporotic NanoForOsteo

4. Contract PN2 Parteneriate 241/ 2014 -2016
Dezvoltarea unor nanomateriale inovative printr-o nanotehnologie avansata
cu aplicabilitate Tn profilaxia afectiunilor dentare si parodontale, InovaMat

5. Contract PCE 83/ 2017 -2019
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Innovative composites with antimicrobial properties comprising
ceramic nanoparticles and silver nanoparticles, functionalized with
biomolecules, embedded into polymer matrix, NanoSilva

15.4. Membri in Centrul de Cercetare Stiintifica in Chimie Fizici

Doctoranda este membra in Centrul de Cercetare Stiintificd in Chimie
Fizica, CECHIF, condus de Director: Prof. Univ. Dr. Maria Tomoaia-Cotisel,
Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica, Universitatea Babes-Bolyai din Cluj-
Napoca.
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