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CUVINTE CHEIE: nano-hidroxiapatita biomimetici, remineralizare, AFM, eliberare de
ioni, hidroxiapatitd multi-substituita, paste de dinti, forsterit, efect antibacterian

INTRODUCERE

Scopul acestei teze de doctorat este acela de a investiga proprietatile fizico-chimice si
biologice ale unor biomateriale avansate cu aplicatii medicale bazate pe hidroxiapatite pure si
substituite, obtinute in cadrul Centrului de Cercetare Stiintifica in Chimie Fizica, CECHIF,
respectiv. HAP-5%Zn, HAP-0,23%Mg-3,09%7Zn-2%Si-10%Sr si HAP-2,5%Mg-2,9%Si-
1,34%Zn). Conducdtor stiintific Profesor Universitar Dr. Maria Tomoaia-Cotisel: Fondatorul
(2006) si Directorul (2006-prezent) Centrului CECHIF, din Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-
Napoca.

Pentru realizarea scopului propus au fost abordate aspecte multiple conform unui design
polifactorial complex a caror rezultate se regasesc in articolele publicate sau in curs de publicare
care vor fi prezentate in continuare.

Astfel, Capitolele 1 si 2 fac o prezentare detaliatd a unor aspecte teoretice legate de stadiul
actual al cunoasterii in tehnologiile aplicate in ingrijirea orald si a continutului In metaboliti
secundari continuti in genul Betula care au numeroase utilizari in produsele de ingrijire orala.

Capitolul 3 prezintd aspecte privind hidroxiapatita purd (HAP) si trei hidroxiapatite
multisubstituite, care contin Mg, Zn, Sr si Si, preparate printr-o metoda de precipitare si care au
fost caracterizate prin tehnici diverse. Structura cristalina a hidroxiapatitei a fost confirmata atat
prin analiza cu raze X (XRD), cét si prin spectroscopia FTIR. Structura chimicd a fost verificata
prin microscopie electronica (SEM-EDX). Detaliile legate de forma acestor materiale
biocompatibile au fost evidentiate prin tehnici de imagisticd, cum ar fi microscopia electronica de
transmisie (TEM), microscopia electronica de scanare (SEM) si microscopia de fortd atomica
(AFM). Procesul de eliberare a elementelor in apa si intr-un mediu simulat asemanator fluidului
corporal (SBF) a fost monitorizat pe parcursul a 90 de zile, folosind spectrometria de emisie optica
cu plasma cuplata inductiv (ICP-OES).

Capitolul 4 prezinta rezultatele unui experiment in cadrul caruia au fost dezvoltate doua
tipuri de paste de dinti, una cu nano-HAP si cealaltd cu hidroxiapatita multi-substituitd (HAP-Mg-
Zn-Si) de dimensiuni nano, care au fost utilizate pentru tratarea suprafetei demineralizate artificial
a smaltului dentar. Morfologia si rugozitatea suprafetei tuturor esantioanelor de smalt au fost
studiate prin microscopie de forta atomica (AFM) Tnainte si dupd aplicarea tratamentului cu pastele
de dinti. Efectul pastelor de dinti a fost evidentiat prin diametrul mediu al nanoparticulelor
ceramice depuse in stratul superficial neted de pe suprafata smaltului, avand, la incheierea
tratamentului de 10 zile, o rugozitate superficiald redusd apropiata de cea a smaltului natural.

Capitolul 5 prezinta rezultatele unor experimente realizate cu forsterit (FS, Mg>Si104) care
este un candidat promitator pentru aplicatii ortopedice si dentare. Acest capitol studiaza doua
metode de sintezd a forsteritului, si anume metoda sol-gel (FSsg) si de precipitare (FSpp), pe baza
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unei abordari termodinamice. Gelul precursor si precipitatul au fost analizate prin analiza
termogravimetrica (TG), analiza termogravimetrica diferentiald (DTG) si calorimetrie diferentiala
cu scanare (DSC). Pulberile de FSsg si FSpp a fost caracterizate prin difractie de raze X (XRD) si
microscopie de fortd atomica (AFM). XRD releva faptul ca forsteritul sintetizat are o cristalinitate
ridicata.

Tn Capitolul 6 sunt prezentate rezultatele unor experimente n care au fost preparate patru
paste de dinti noi pe baza de nano-hidroxiapatitd biomimetica, cu o concentratie redusa (3,7%).
Caracterizarile prin difractie de raze X (XRD) si spectroscopie cu transformata Fourier in infrarosu
(FTIR) au relevat dimensiuni ale cristalelor intre 28 si 33 nm si o cristalinitate Intre 28 si 36%.
Scopul acestui studiu a fost de a compara efectul acestor paste de dinti asupra remineralizarii
smaltului uman, care a fost demineralizat artificial prin imersie intr-o solutie de acid fosforic.
Experimentul s-a desfasurat timp de zece zile. Suprafetele smaltului dentar au fost analizate prin
imagini AFM si a fost determinata rugozitatea suprafetei inainte si dupd tratament. Dimensiunea
medie a particulelor de hidroxiapatita a fost intre 30 si 40 nm. Rugozitatea suprafetei feliilor de
smalt a fost investigatd prin testul ANOVA one way si testul de comparatie multipla Bonferroni.
Particulele nanométrice (cu o dimensiune medie de aproximativ 30 nm pentru HAP) au prezentat
un potential mare in procesul de remineralizare prin acoperirea regiunilor cu leziuni ale smaltului.

Capitolul 7 prezinta rezultatele unui studiu 1n care au fost concepute 4 formule de pasta de
dinti contindnd 4 tipuri diferite de hidroxiapatita sintetica (1 hidroxiapatitd purd si 3 tipuri de
hidroxiapatita substituita, respectiv HAP-5%Zn, HAP-0,23%Mg-3,09%Zn-2%Si-10%Sr si HAP-
2,5%Mg- 2,9%Si -1,34%Zn). Experimentul s-a desfasurat pe o perioada de 30 de zile si probele
au fost analizate la intervale de 10 zile. Cu ajutorul tehnicilor de microscopie de forta atomica
(AFM), s-a efectuat o investigatie complexd care combina aspectele morfo-structurale si calitatea
suprafetei. Imaginile topografice, profilele tridimensionale si capacitatea nanoparticulelor de
hidroxiapatita de a forma filme subtiri auto-asamblate dezvaluie proprietati excelente de restaurare
ale pastelor de dinti testate, cu normalizarea nanostructurii producandu-se in doar 10 zile de
tratament. La sfarsitul perioadei de tratament de 30 de zile, toate cele patru paste de dinti
experimentale au dus la o remineralizare completa a smaltului artificial demineralizat. Acesta este
un aspect cheie de luat in considerare pentru studiile viitoare. AFM s-a dovedit a fi o tehnica
eficientd pentru investigarea procesului de remineralizare a smaltului uman, atat in ceea ce priveste
modificarile morfologice si structurale, cat si masuratorile rugozitdtii suprafetei.

Capitolul 8 prezinta un studiu care are ca scop dezvoltarea de formule de pasta de dinti cu
efecte combinate de remineralizare si antibacteriene, folosind ca biomateriale nano-hidroxiapatita
(nHAP) si extractul de mesteacan. Au fost proiectate unsprezece tipuri de paste de dinti continand
diferite concentratii de extract de mesteacan si nHAP pur si substituit (HAP-5%Zn, HAP-
0,23%Mg-3,09%2Zn-2%Si-10%Sr si  HAP-2,5%Mg-2,9%Si-1,34%Zn). Pentru a evalua
eficacitatea, au fost efectuate teste in vitro pe feliile de smalt demineralizat, analizand repararea
suprafetei de smalt prin tehnici de microscopie de fortd atomica (AFM). Activitatea antibacteriana
a fost testatd impotriva tulpinilor bacteriene de Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mutans si Staphylococcus aureus. Rezultatele au



evidentiat imbundtatiri ale microstructurii smaltului datorate tratamentului cu pastd de dinti si
eficacitatea antibacteriana variabild a formulelor testate. Rezultate promitdtoare au fost observate
in cazul pastei de dinti P5, care contine HAP-5%Zn si 1,3% si extract de mesteacdn 1.3%, indicand
proprietati notabile de remineralizare si antibacteriene.

Capitolul 9 prezintd un nanocompozit realizat din hidroxiapatitd (HAP) si nanoparticule
de argint (AgNPs), denumit HAP-4,5% AgNPs. HAP a fost pregatitd folosind o tehnica de
precipitare in mediu umed, iar AgNPs au fost obtinute prin reducerea azotatului de argint cu
glucoza intr-un mediu bazic. HAP, AgNPs si nanocompozitul HAP-4,5% AgNPs au fost
caracterizate prin difractie de raze X (XRD), microscopie electronica cu scanare (SEM) -
spectroscopie cu raze X (EDS) si diferite metode imagistice: TEM si AFM. Efectul antibacterian
al nanocompozitului HAP-4,5% AgNPs a fost testat folosind o tehnica de difuzie in agar nutritiv
pe doud specii patogene, una Gram-negativa (Sal/monella typhimurium) si una Gram-pozitiva
(Bacillus cereus), obtinandu-se rezultate promitatoare. Acest nanocompozit de hidroxiapatita-
argint poate fi utilizat ca un potential component antimicrobian pentru implanturile dentare si
ortopedice, sau poate fi utilizat ca cement osos in procedurile clinice.

Capitolul 10 descrie Concluziile Generale ale cercetarii din Teza de Doctorat.

Capitolul 11 prezinta realizarile candidatei in munca de cercetare stiintifica inclusa in
aceasta Teza de doctorat.
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;CAPITOLUL 1. TENDINTE ACTUALE TN TEHNOLOGIILE DE
INGRIJIRE ORALA

Conform studiului Global Burden of Disease din 2017, aproximativ 3,5 miliarde de oameni
din intreaga lume sunt afectati de probleme dentare, dintre care cariile dentare netratate sunt cea
mai frecventad problema, Boala parodontala severa cauzata de o igiena orala deficitara, afecteaza
la randul ei 10% din populatia lumii. Dovezile epidemiologice indica, de asemenea, o legatura
intre placa dentara si o serie de alte boli ale corpului uman. Microbiomul oral a fost implicat Tn
boli autoimune si metabolice, cum ar fi obezitatea , diabetul zaharat si bolile cardiovasculare .Prin
urmare, cercetarea si imbunatatirea produselor de ingrijire orala pot ajuta la imbunatatirea sanatatii
generale a pacientilor.

Scopul acestui capitol este de a face o prezentare detaliata a stadiului actual privind
tehnologiile existente 1n ingrijirea orala. Este propusa o analiza comparativa a beneficiilor si a
aspectelor negative legate de tehnologiile alternative aplicate in Ingrijirea orald. Numeroase
tehnologii inovatoare au fost introduse in igiena orald, orientate catre personalizarea rutinelor de
periaj si furnizarea de feedback privind periajul. Senzorii inteligenti, aplicatii pe smartphone
conectate care 1i ghideaza pe utilizatori in tehnici adecvate de periaj, tehnologia secventierii ADN
utilizatd pentru formularea de produse de ingrijire orald orientate catre mecanisme specifice de
actiune, sunt doar cateva exemple privind tehnologiile noi aplicate in ingrijirea orala. Produsele
sunt nano-modificate si sunt folositi transportori citre zone specifice unde sunt eliberate. Tn urma
analizei efectuate s-a concluzionat faptul ca exista o serie de limitari ale tehnologiilor de ingrijire
orala de ultima generatie, principalele probleme in acest domeniu fiind legate de insuficienta sau
lipsa totald a dovezilor riguroase pentru multe dintre produsele nou dezvoltate, precum si de faptul
ca accesul la astfel de produse noi este prohibitiv din punct de vedere financiar pentru o mare
majoritate a populatiei.



CAPITOLUL 2. UTILIZAREA EXTRACTELOR DIN SPECII DE BETULA
iN INGRIJIREA ORALA TERAPEUTICA SI PREVENTIVA

Capitolul 2 face o prezentare detaliatd a genului Betula remarcat prin marea varietate de
metaboliti secundari cu multiple aplicatii medicale. Extractele vegetale sunt utilizate in practica
stomatologica datoritd activitdtii lor benefice si a efectelor secundare minime. Cercetarile
fitochimice, farmacologice si toxicologice asupra extractelor din specii de Betula au demonstrat
potentialul lor terapeutic. Plantele contin sute de molecule potential utile. Infuziile, decocturile si
izolatele de mesteacan sunt utilizate traditional in stomatologie si otorinolaringologie in
tratamentul gingivitei, glositei, parodontitei, protectiei tesuturilor dentare dure si stomatitei.
Xilitolul extras din hemiceluloza din arborii de mesteacdn este utilizat ca inlocuitor de zahar in
produse farmaceutice, alimente si produse de igiend orald, cum ar fi pastele de dinti, guma de
mestecat, siropurile si produsele de cofetarie. Xilitolul contribuie la reducerea riscului de carii
dentare prin mai multe mecanisme. Acestea includ cresterea fluxului salivar si a pH-ului, reducerea
xerostomiei (uscaciunea gurii), a inflamatiei gingivale si a eroziunii dentare. De asemenea, xilitolul
ajutd la prevenirea dezvoltarii cariilor si promoveaza remineralizarea in cazul dentitiei primare,
poate contribui la inversarea procesului de avansare a cariilor incipiente.

Betulina, un alcool triterpenic pentaciclic izolat din seva de mesteacan, a fost inclusa in
nanocapsule incorporate 1n pasta de dinti. Streptococcus mutans este considerat principala cauza a
cariilor dentare. Studiile au ardtat cd betulina are o activitate semnificativa impotriva biofilmului
format de Streptococcus mutans. In functie de doza, betulina poate inhiba formarea biofilmului cu
pana la 93% si aderenta bacteriilor la suprafetele de sticld cu pand la 71%. Mecanismele biochimice
si fiziologice, precum si toxicitatea preclinica detaliatd, biodisponibilitatea, farmacocinetica si
farmacodinamica diferitelor molecule biologic active sunt incd in curs de investigare. Pe langa
aplicatiile lor in stomatologie, compusii izolati din speciile de Betula au demonstrat activitati
antiartritice, anticanceroase, antidiabetice, antiinflamatorii, antimicrobiene, antioxidante,
antivirale, gastroprotectoare, hepatoprotectoare si imunomodulatoare. Este necesara in continuare
o abordare integrata, holistica pentru a stabili intregul potential al genului Betula.
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CAPITOLUL 3. HIDROXIAPATITE MULTISUBSTITUITE:
ELIBERAREA DE IONI IN APA SI LICHID CORPORAL SIMULAT (SBF)

Pentru ca biomaterialele bazate pe hidroxiapatita sinteticd (HAP) sa poata fi utilizate pentru
a inlocui tesutul osos, este necesara crearea de hidroxiapatite HAPs cu structuri care se aseamana
cu faza minerala a osului natural [1].

Acest experiment a presupus pregatirea unei hidroxiapatite pure (HAP), a unei
hidroxiapatite complexe triplu substituitd cu Mg, Zn si Si (HAPc) si a doua variante de
hidroxiapatita complexa tetrasubstituitd cu Mg, Zn, Si si Sr. Formulele teoretice au fost calculate
pe baza presupunerii ci , Mg?*, Zn?* si Sr** 1inlocuiesc partial ionii Ca®" in structura retelei de
hidroxiapatita. In acelasi timp, ionii de silicat SiO4* 1inlocuiesc ionii de fosfat PO4* in compozitia
chimica. Pentru a mentine neutralitatea electrica structurala a retelei, aceasta substitutie necesitd o
ajustare adecvatd a numarului de ioni OH™ Aceastd schimbare se realizeaza in conformitate cu
formula generala: Caio-x-y-zMgxZnySr; (POs)e-u (SiO4)y (OH)2-u.

Caracterizarea structurald prin XRD si morfologica prin AFM au confirmat structura HAP,
care a fost prezenta ca faza unica in fiecare probad. S-a determinat gradul de cristalinitate al
hidroxiapatitelor obtinute precum si dimensiunea medie a nanoparticulelor constituente.
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Figura 1. Eliberarea ionilor de Sr in mediul apos de la o zi pana la 90 zile

Figura 1 indica o crestere graduald a eliberarii de strontiu in timp. Studii au demonstrat, de
asemenea, ca solubilitatea hidroxiapatitelor substituite cu strontiu creste in mod continuu pe
masurd ce continutul de strontiu in compozitie este in crestere [11].
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Figura 2. Nivelul ionilor de Sr din lichidul corporal simulat (SBF) de la o zi la 90 de zile
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In lichidul corporal simulat (SBF), eliberarea de strontiu (Sr) este mai mare decét in apa.
Exista o eliberare mai mare a ionilor de strontiu din hidroxiapatite in SBF.

Concluzia acestui experiment a fost ca o concentratie mai mare de strontiu in structura
HAP a afectat eliberarea acestuia n apd si in lichidul corporal simulat (SBF). Hidroxiapatitele
multisubstituite contin elemente fiziologie valoroase si au o eliberare Indelungata. Acest lucru
sugereaza ca aceste biomateriale pot avea aplicatii biomedicale promitatoare.
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CAPITOLUL 4. REMINERALIZAREA SMALTULUI DENTAR CU
NANOPARTICULE DE HIDROXIAPATITA: UN STUDIU IN VITRO

Au fost preparate doud paste de dinti, una cu nano-HAP, denumita P1, si cealalta cu nano-
HAP multi-substituita cu Mg, Zn si Si (ms-HAP, HAP-Mg-Zn-Si), denumita P2. Continutul de
particule ceramice in fiecare pastd de dinti a fost de 4,0%, iar dimensiunea medie a
hidroxiapatitelor nano (nano-HAP-uri) a fost cuprinsa intre 30 si 40 nm. Morfologia si rugozitatea
suprafetei esantioanelor de smalt au fost studiate prin microscopie de forta atomicd (AFM) Tnainte
si dupd aplicarea tratamentului cu pastele de dinti. Efectul pastelor de dinti a fost evidentiat prin
diametrul mediu al nanoparticulelor ceramice depuse in stratul superficial neted de pe suprafata
smaltului la Incheierea tratamentului de 10 zile.

0 W 20 M 4 S0 80 Y0 80 90 100

Partcie cameter. nm

D E

Figura 3. Imagini AFM ale smaltului remineralizat tratat timp de 10 zile cu pasta de dinti P1: imaginea de
topografie 2D (A), imaginea de faza (B), imaginea de amplitudine (C) si imaginea de topografie 3D (D),
pentru o zona scanatd de 1 um x 1 pm, si histograma (E) pe imaginea (A): distributie gaussiana (linie
continud) a diametrului nanoparticulelor de HAP pe suprafata smaltului remineralizat (A); diametrul
mediu este de 30 + 4 nm.
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Figura 4. Imagini AFM ale smaltului remineralizat tratat timp de 10 zile cu pasta de dinti P2: imagine de
topografie 2D (A), imagine de faza (B), imagine de amplitudine (C) si imagine de topografie 3D (D),
pentru zona scanatd de 1 pm x 1 um, si histograma (E) pe imaginea (A): distributie gaussiana (linie
intreagd) a diametrului nanoparticulelor de HAP de pe suprafata smaltului remineralizat (A); diametrul
mediu este de 40 + 2 nm.

STUDIA UBB CHEMIA, LXVIII, 2, 2023 (99-113)

Un alt obiectiv al acestui studiu a fost de a optimiza abordarea AFM in modul tapping
pentru a caracteriza ultrastructura smaltului, prin imagini AFM, cum ar fi topografii 2D si 3D,
precum si imagini de faza si amplitudine.

Acest studiu comparativ in vitro a demonstrat ca ambele pastele de dinti pot promova
repararea suprafetei smaltului prin remineralizare si formarea unui strat protector de hidroxiapatita
pe suprafata smaltului tratat. Pasta de dinti P2 s-a dovedit a fi cea mai buna dintre cele doua,
conducand la modificari morfologice stabile ale suprafetei smaltului dentar. In cele zece zile de
tratament, leziunile demineralizate ale smaltului au fost remineralizate in totalitate, dupd cum arata
investigatiile AFM, privind morfologia structurald si rugozitatea suprafetei. Nanoparticulele
ceramice sintetice s-au aranjat in mod regulat In cadrul unui strat protector neted de pe suprafata
smaltului, dupd tratament, asigurand o rugozitate a suprafetei redusd, apropiatd de cea a smaltului
natural, oferind astfel dovezi suplimentare ale eficacitatii pastei de dinti.
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CAPITOLUL 5. MECANISME DE SINTETIZA A NANOPARTICULELOR
DE FORSTERIT BAZATE PE ABORDARI TERMODINAMICE

In acest studiu, au fost investigate diferite metode de preparare a pulberii de forsterit pentru
aplicatii medicale, pe baza abordarii termodinamice, si s-a constatat cd metoda sol-gel si co-
precipitarea sunt proceduri potrivite in acest scop.
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Figura 1. Curbele DSC (sus) si TG/DTG (jos) pentru gelul uscat FSsg (exo 1, endo |)

STUDIA UBB CHEMIA, LXVIII, 2, 2023 ( 37-51)

Curbele termice din Figura 1 arata procesele care au loc in timpul incalzirii gelului uscat
obtinut dupa hidroliza si condensare a precursorilor, urmatd de uscarea suplimentara. Eliminarea
resturilor de apa din gelul uscat este un proces endoterm pand la aproximativ 230°C, insotit de o
pierdere de masa de aproximativ 22%. Cele doud procese exoterme urmatoare, unul intre 233°C
s1 381°C si al doilea intre 381°C si 465°C, sunt legate de oxidarea componentelor organice.

15



o
n

Heat flow (mW/mg)
g .
o
1

-30 4

-
=3
S
T
13 ol
5 8
=

@
o
o
>
s
Deriv weight (%/°C)

Weight (%)
@
=3
L
&
~n
2

40

&
»N
@

T T v T T T
0 200 400 600 800 1000
Temperature (°C)

Figura 2. Curbele DSC (sus) si TG/DTG (jos) pentru precipitatul uscat FSpp (exo 1, endo |)

Curbele termice specifice Incdlzirii precipitatului uscat sunt prezentate in Figura 2.
Eliminarea resturilor de apa din precipitatul uscat este caracterizatd de doud procese endoterme
care au loc pana la 360°C. Pierderea de masa atribuitd acestor procese este de aproximativ 16%
pentru primul proces si 16,2% pentru al doilea. Dehidroxilarea gruparilor -SiOH si -MgOH poate
fi atribuitd urmatoarelor doud procese endoterme, intre 366°C si 582°C pentru —MgOH si la o
temperaturd mai mare, pana la 800°C pentru —SiOH.

Forsteritul cristalizeaza in sistemul ortorombic (grupa spatiala Pbnm), avand urmaétorii
parametrii de celuld: a=4,75 A, b=10,20 A si c = 5,98 A. Spectrele XRD pentru ambele materiale
de forsterit, FSsg si FSpp, sunt prezentate in Figura 3. Se remarca faptul ca pulberile obtinute au
o cristalinitate bine definitd, mai ales in cazul FSsg.

uﬂ l_‘u L«u“uﬂ | M“ ! ,M & ‘,‘ :

Al ‘53 B e ﬂ»‘u W
Flgura 3. Modelele de d1fractle curaze X pentru FSsg (a) si FSpp (b)
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Concluziilea acestui studiu au fost ca alegerea cdii de sinteza prezinta importantd, deoarece
poate influenta caracteristicile pulberii finale - forma si dimensiunea nanoparticulelor, distributia
si tendinta de aglomerare, ceea ce, la randul lor, afecteazd omogenitatea microstructurald a unui
material ceramic si limiteaza astfel aplicatiile potentiale.
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CAPITOLUL 6. REMINERALIZAREA INDUSA DE PASTELE DE DINTI
CU HIDROXIAPATITA BIOMIMETICA ASUPRA SMALTULUI UMAN

Au fost preparate patru paste de dinti noi pe baza de nano-hidroxiapatitd biomimetica, pura si
multisubstituitd, asa cum se poate observa in tabelul urmator.

Tabel 1. Cele patru nanomateriale inovatoare utilizate pentru prepararea celor patru paste de dinti

Simbol pastd Tipul HAP-ului Elemente de substitutie Formula chimica a HAP-ului
de dinti (%, din masa)

P1 HAP-Zn Zn 5,00 Cag_zzzno,7g(PO4)e(OH)2

P2 HAP - Calo(PO4)6(OH)2

P3 HAP—Mg—Zn-Sr-Si Mg 0,23 Cag,19Mgo_loZno_5Sr1_21(PO4)5,25(SiO4)o,75(OH)1,25
Zn 3,09
Sr 10,00
Si 2,00

P4 HAP-Mg-Zn-Si Mg 2,50 Casg.80M01.00ZN0.20(PO4)5.00(Si04)1.00 (OH)1.00
Zn 1,34
Si 2,90

Spectrele XRD pentru cele patru HAP-uri utilizate sunt prezentate in Figura 1, impreuna cu
aspectul pentru HAP pur din PDF:74-0566 (linii verticale rosii).

Ww"\q

= a
: A

Figura 1. XRD pentru 4 HAPs: (A) hidroxiapatite, HAP, Caio(PO4)s(OH)2, (B) Cag.22Zno.7s(PO4)s(OH)2 (C)
HAP-Mg-Zn—Si, Cag,lgMgoA1oZno,58r1,21(PO4)5,25(SiO4)oA75(OH)1A25, Si (D) pentru HAP-Mg-Zn-Sr-Si,
Cag,lgMgoA1oznoA55I'1A21(PO4)5A25(SiO4)oA75(OH)1,25 comparat cu PDF:74-0566
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Parametrii calculati ai retelei (valorile a si ¢) au relevat doar schimbari minore odatd cu
modificarea compozitionala in cadrul structuriit HAP. Diferentele mici de compozitie duc la
o usoara distorsiune a retelei HAP si, astfel, la o scadere usoara a cristalinitatii sale (Tabelul
2). S-a descoperit, de asemenea, ca constantele retelei a si ¢, au scazut usor odata cu substitutia
cu Zn in structura HAP.

Tabelul 2. Estimari XRD ale dimensiunii cristalelor, gradului de cristalinitate si ai parametrilor retelei pentru
hidroxiapatita pura, HAP, si hidroxiapatitele substituite: HAP-Zn, HAP-Mg-Zn-Si si HAP-Mg-Zn-Sr-Si

Hidroxiapatite HAP-Zn HAP HAP-Mg-Zn-Sr-Si HAP-Mg-Zn-Si
Pasta de dinti P1 P2 P3 P4
Dimensiunea cristalelor (nm), din datele 30,3 33,1 28,2 30,6
XRD
Cristalinitate (%), din datele XRD 30,5 36,6 28,7 30,3
Parametrii retelei: 0,9421 0,9426 0,9466 0,9445
a=b (nm) 0,6862  0,6881 0,6904 0,6883
¢ (nm)
Diametru mediu al NP-urilor (nm), din 4045 30+3 3714 3845
investigatia AFM*
1.04 1.0
A B
0.84 0.8
g 06 E 06
g 0.4- %’ 04
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Figura 2. Spectrul FTIR al HAP liofilizat, (A), utilizat in pasta de dinti P2 si al HAP-Mg-Zn-Sr-Si, (B),
utilizat in pasta de dinti P3. Absorbanta este normalizata la 1.
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Pentru masurarea SEM-EDX, mostrele de pulberi de HAP au fost depuse in straturi subtiri pe

placute SEM. Imaginea FE-SEM (Figura 3A) indica particule individuale la o magnificatie mare.
Diametrul mediu al particulelor de HAP a fost de 40,0 £ 7,5 nm.

:i||||||h|4|'|[x]

1-HAP_ 0005 30.0kV 15.7mm x300k SE(UL) 100nm

Figura 3. Imagine FE-SEM (A) pentru HAP; scara barei este de 100 nm; spectrul EDX (B), arata
impreuna toate elementele din imaginea FE-SEM (A).

Figura 5. Imagine STEM (A) si spectrul EDX (B) pentru HAP-Mg-Zn-Sr-Si
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Figura 10. Imagini AFM a doua jumatati de felii: o jumatate de felie a fost netratata (smalt natural ca
martor) marcatd cu o sageata alba, iar cealaltd jumatate a fost smalt demineralizat prin tratament cu acid
fosforic: (A) imagine topografica, (B) imagine a amplitudinii, (C) imagine 3D si (D) profil sectional pe
sageata alba din imaginea (A), reprezentdnd zona de smalt natural, (E) histogramad pe imaginea (A);
diametru mediu al NP-urilor pe smaltul natural (42+5 nm) si pe smaltul demineralizat (73+6 nm). Zona
scanatd de 1 um x 1 um.

Concluziile acestui studiu au fost ca pasta de dinti P3, cu hidroxiapatitd tetrasubstituita
(HAP-Mg-Zn-Sr-Si), a avut cel mai bun rezultat in ceea ce priveste remineralizarea smaltului
uman, comparativ cu celelalte paste de dinti (P1 si P4), avand aproximativ aceeasi eficientd de
remineralizare ca pasta de dinti P2 dupa 10 zile de tratament. Particulele nanométrice (cu o
dimensiune medie de aproximativ 30 nm pentru HAP) au prezentat un potential mare in procesul
de remineralizare prin acoperirea regiunilor cu leziuni ale smaltului. Toate rezultatele tratarii
smaltului uman timp de 10 zile cu fiecare dintre pastele de dinti P1-P4 ne conduc la ideea ca aceste
paste de dinti pot fi folosite cu succes pentru tratarea cariilor dentare incipiente si a smaltului
demineralizat artificial.
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CAPITOLUL 7. IMBUNATATIREA REMINERALIZARII SMALTULUI:
PASTE DE DINTI NOI CU HIDROXIAPATITA SUBSTITUITA PENTRU
SANATATEA DENTARA

In acest capitol s-a studiat efectul diferitelor formule de pastd de dinti, care contin
hidroxiapatita (cu substitutii ale retelei cu ioni benefici precum Sr, Zn, Si si Mg), asupra
remineralizarii smaltului tratat in prealabil cu acid. Scopul principal al acestui studiu este de a
determina dacd aditia acestor ioni afecteazd procesul de remineralizare in comparatie cu
hidroxiapatita simpla. Tratamentul a fost aplicat timp de 30 de zile si caracterizarea probelor a fost
facuta la fiecare 10 zile. Studii existente similare folosesc paste de dinti comerciale continand
hidroxiapatita cu zinc [68, 69]; hidroxiapatitd cu carbonat de zinc [70, 71]; nano-carbonatul de
hidroxiapatita substituit [72]; hidroxiapatita cu zinc-magneziu [73]; hidroxiapatita cu carbonat de
magneziu-strontiu [71, 74]. Cu toate acestea, nu exista formule de pasta de dinti care sa contina
hidroxiapatita cu combinatiile specifice de ioni utilizate de noi.

Cele 4 probe de nanoHAP sintetizate au fost caracterizate in ceea ce priveste distributia
dimensiunii folosind Microscopia de Fortd Atomica, inainte de incorporarea lor in compozitiile
pastelor de dinti. Astfel, toate pulberile au fost transferate pe lame de sticla prin adsorbtie verticala
din dispersii apoase.

Adsorbtia nanoparticulelor de HAP dintr-o solutie apoasa pe un substrat solid
demonstreaza capacitatea lor de a forma filme subtiri auto-asamblate. Aceasta proprictate de
formare a filmului este esentiald atunci cand se ia in considerare stratul de protectie dorit format
de anumite compozitii de pasta de dinti pe suprafata smaltului. Aici, HAP-5%Zn (P1) a demonstrat
nanoparticule rotunde bine individualizate cu diametre de aproximativ 40 nm, pozitionate intr-un
film bine structurat (Figura 1(a-d)), asigurdnd o suprafatd uniforma, lipsitd de aglomerari de
particule. Rezultd o suprafatd neteda cu rugozitate redusd. Figura 1(e-g) aratd ca hidroxiapatita
simpla (HAP) utilizata in proba P2 are nanoparticule cu forme rotunde si diametre mai mici, de
aproximativ 30 nm, care sunt foarte uniform adsorbite pe lamela de sticla intr-un film subtire neted
s compact, fard a genera aglomerari de particule.
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Figura 1. Imagini AFM ale nanoparticulelor de HAP utilizate in pastele de dinti: HAP-5%Zn (P1): (a)
imagine topografica, (b) imagine tridimensionala, (c) profil de-a lungul sdgetii din imagine (a) si (d)
histograma distributiei dimensiunii particulelor P1, RMS=4,0+1.3 nm; HAP simplu (P2): (¢) imagine
topografica, (f) imagine tridimensionala, (g) profil de-a lungul sdgetii din imagine (e) si (h) histograma
distributiei dimensiunii particulelor P2 , RMS=3.4+1.2 nm. Zona scanatd 1 pum x 1um.

Figura 2(a-d) prezintd nanoparticule cu forme rotunde si diametre de aproximativ 40 nm in
proba de HAP P3 (HAP-0.23%Mg-3.09%Zn-2%Si-10%Sr). Capacitatea lor de a fi adsorbite pe un
substrat solid se materializeaza intr-un film foarte compact si uniform. Acest fapt influenteaza
rugozitatea filmului subtire, care este usor mai mare decat in proba P2, dar totusi mai mica in
comparatie cu P1. Figura 2(e-h) arata un film subtire adsorbit relativ neregulat de hidroxiapatita
complexa in proba P4 datoritd prezentei unor nanoparticule mai mari de aproximativ 45 nm, care
sunt punctele centrale ale unei retele uniforme de nanoparticule de hidroxiapatita de aproximativ
40 nm. Acest factor creste usor rugozitatea filmului subtire.
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Figura 2. Imagini AFM ale nanoparticulelor de HAP utilizate in pastele de dinti: HAP-0.23%Mg-
3.09%Zn-2%Si-10%Sr (P3): (a) imagine topografica,( b) imagine tridimensionala,( ¢) profil de-a lungul
sdgetii din imagine (a)si (d) histograma distributiei dimensiunii particulelor P3, RMS=3.4+ 1.2 nm; HAP-
2.5%Mg-2.9%Si-1.34%Zn (P4): (e) imagine topografica, (f) imagine tridimensionala, (g) profil de-a
lungul sagetii din imagine () si (h) histograma distributiei dimensiunii particulelor P4, RMS=5.2+ 2.2
nm. Zond scanatd 1 pm x 1pm.

Figura 3(a-d) prezintd microstructura fina a smaltului sdnatos (PC - control pozitiv), care este
caracterizata printr-o coeziune excelentd a materialului mineral atat in interiorul, cat si intre
prismele smaltului. Nanoparticulele sunt foarte bine sudate impreuna, ducand la o topografie
netedi a smaltului. In schimb, se pot observa schimbari distincte in morfologie cu ajutorul
tratamentului cu acid ortofosforic. Smaltul demineralizat (NC - control negativ) prezintd o
dezorganizare profundd a suprafetei dupa demineralizare, ceea ce se poate observa prin
individualizarea puternicd a zonelor adiacente intre doud prismele consecutive si prin eroziunea
interioard a prismelor (Figura 3(g-k)). Acest lucru se reflectd in cresterea valorilor rugozitatii de la
un RMS sanatos de 70,6 nm la un RMS de 258,3 nm. Histograma din Figura 3f (PC) si Figura 31
(NC) evidentiazd o crestere semnificativd a dimensiuniit HAP de la o medie de 40 nm pentru
smaltul normal la aproximativ 60-80 nm, cu o medie de 75 nm pentru smaltul tratat cu acid.
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Figura 3. Imagini AFM ale smaltului sanatos, control pozitiv (PC): a-f, si smaltul demineralizat,
control negativ (NC): g-1, unde a, g sunt imagini topografice 2D, aria scanata este 5 pm x5 pum ; c, i sunt
imagini topografice 2D, aria scanata 1 pum x1 um; b, h, d si j sunt imagini 3D corespunzatoare fiecarei
imagini 2D; e and k sunt profilurile de-a lungul sagetilor albe din imaginile c si i; f si | sunt histograme
ale distributiei dimensiunii particulelor pentru fiecare proba, respectiv PC si NC.

In continuarea experimentului a fost testat efectul de remineralizare a celor 4 paste de dinti
obtinute pe felii de dinti care au fost in prealabil demineralizati artificial. Rezultatele au aratat ca
toate cele patru formule de pastd de dinti au avut caracteristici excelente de restaurare a smaltului.
Interesant, dupd 10 zile de tratament, se produce o normalizare a nanostructurii smaltului uman
artificial demineralizat, cu valori RMS aproape comparabile cu cele ale smaltului natural sanatos.
O mai bund acoperire a suprafetelor smaltului poate fi observatd prin prelungirea duratei
tratamentului, urmata de o consolidare a nanoparticulelor de HAP produse pe suprafata smaltului.
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La sfarsitul perioadei de tratament de 30 de zile, toate cele patru paste de dinti experimentale au
dus la o remineralizare completd a smaltului artificial demineralizat. Acesta este un aspect cheie
de luat in considerare pentru studiile viitoare.

Pentru analiza statistica s-a folosit GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA, SUA) pentru Windows. Toate datele privind rugozitatea suprafetei Rrms, sunt definite ca
valoarea medie + SD a cel putin trei experimente independente. Diferentele semnificative intre
grupurile de felii de smalt au fost identificate prin aplicarea analizei ANOVA one way, urmatd de
testul post hoc Bonferroni pentru comparatii multiple, cu stabilirea semnificatiei pentru valori p <
0,05.

—
sk
| |
sk
e |
dekk
3001 I {
L ek l
E 250 . :
dekek
g I 3
S |
& 2004 o
"3 I
g ) *
£l & ! ' g
o * [
= [ * (o]
S 1004 B i @ T
8 -
' - e S = " =
5 5o gm’ S
§ ﬁ wE
1B = BE
T J
NC10d PCo0d P1 P2 P3 P4
Sample

scanned area Spmx5pum

Figura 6A. Reprezentare grafica conform esantioanelor de valori RMS obtinute prin AFM (zona de
scanare 5 um x 5 um) dupa 10, 20 si 30 de zile de tratament a suprafetelor demineralizate cu pastele de
dinti testate P1, P2, P3 si P4. Analiza statisticd a comparat datele obtinute din esantioanele tratate cu
pastele de dinti P1, P2, P3 si P4 cu controlul pozitiv si, respectiv, controlul negativ, utilizind analiza
ANOVA one way, urmati de testul post-hoc Bonferroni pentru comparatii multiple. In grafice sunt
ilustrate nivelurile de semnificatie statistica in felul urmator: p <0.001 *** (extrem de semnificativ), p
intre 0.001-0.01 ** (foarte semnificativ), p intre 0.01-0.05 * (semnificativ).

Factorii morfologici care, Tmpreuna cu rugozitatea suprafetei, pot descrie eficacitatea
tratamentului de remineralizare a smaltului includ forma si dimensiunea nanoparticulelor de HAP
care au remineralizat suprafata smaltului, regularitatea cu care sunt depuse pe suprafatd si
compactarea straturilor depuse. AFM s-a dovedit a fi o tehnica eficienta pentru investigarea
procesului de remineralizare a smaltului uman, atat in ceea ce priveste modificarile morfologice si
structurale, cat si masuratorile rugozitdtii suprafetei.
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CAPITOLUL 8. PROGRESE IN FORMULAREA PASTELOR DE DINTI
FUNCTIONALE: NANO-HIDROXIAPATITA SI EXTRACTUL DE
MESTEACAN

Acest studiu 1si propune sa dezvolte paste de dinti functionale cu remineralizare combinata
a smaltului si efecte antibacteriene folosind nano-hidroxiapatite (nHAP) si extract de mesteacan.
Au fost concepute unsprezece paste de dinti (notate P1-P11), care contin concentratii diferite de
extract de mesteacan si concentratii constante de nHAP pur sau nHAP substituit.

Evaluarea capacitatii de remineralizare a fost facuta prin studit AFM.

Activitatea antibacteriand a fost evaluatd folosind testul de difuzie cu discuri in agar, o

Figura 5. Zonele de inhibitie a Streptococcus mutans dupa perioada de incubatie

Diametrul zonei de inhibitie in bacilul Gram-negativ Porphyromonas gingivalis a fost
mai mare pentru esantioanele 11, 10 si, respectiv, pentru esantioanele 5 si 6 (Figura 6).

Figura 6. Zonele de inhibitie ale lui Porphyromonas gingivalis dupa perioada de incubatie
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Pentru toate esantioanele analizate, s-a detectat o zona clara in bacteriile comensale Gram-
pozitive si anaerobe, Enterococcus faecalis. Diametrele de inhibitie au variat, cu cele mai mari
fiind Inregistrate in esantioanele 11 si 10 (Figura 7).

Figura 7. Zonele de inhibitie ale lui Enterococcus faecalis dupa perioada de incubatie

Tn cazul tulpinii anaerobe Gram-negative de Escherichia coli, s-au observat, de asemenea,
zone de inhibitie pentru toate esantioanele testate. Pentru aceasta tulpind, cel mai mare diametru
de inhibitie a fost obtinut pentru esantioanele 11 si 10. Celelalte esantioane au inregistrat zone de
inhibitie mai mici (Figura 8).

observata in cazul variantelor P10, P11, P9 si P7. Nu s-a observat o regiune distinctd in jurul
taieturii in cazul variantelor experimentale P2-P4. (Figura 9).
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Figura 9. Zonele de inhibitie ale Staphylococcus aureus dupa perioada de incubatie.

Tabel 3. Inhibitia cresterii bacteriene indusa de pastele de dinti

Diametrul zonei de inhibitie (mm)

Esantion Streptococcus Porphyromonas Enterococcus Escherichia Staphylococcus
mutans ATCC gingivalis ATCC faecalis ATCC coli ATCC aureus ATCC

25175 33277 29212 25922 25923

P1 8,310,6 13,3#1,5 11,340,6 15,0£0 9,010

P2 8,3%1,2 12,0+0 11,3+1,2 12,3+1,2 -

P3 -* 9,3+0,6 9,3+0,6 10,00 -

P4 - - 9,010 8,3+0,57 -

P5 21,6+1,2 27,00 24,3+0,6 20,3+0,57 10,3+0,57

P6 16,340,6 26,6+1,2 25,010 20,3+1,15 20,0+0

p7 16,010 17,0+0 15,3+1,2 20,010 22,3+1,2

P8 18,3+1,5 25,3+0,6 18,3+1,5 25,3+1,2 16,010

P9 22,010 15,341,2 25,010 25,010 21,3+0,57

P10 20.3+0,57 28,010 29,3+0,6 29,0+0 25,3+1,52

P11 - 32,3+0,6 30,010 29,3+0,57 30,0+0

*  (-) lipsa zonei de inhibitie
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Figura 10. Inhibarea tulpinilor bacteriene sub actiunea tratamentului cu pastele de dinti

Analiza statistica a rugozitatii relevd schimbari semnificative 1intre variantele
experimentale, demonstrand ca tratamentele cu pastd de dinti sunt eficiente in remineralizarea
smaltului. Ordinea de clasificare a eficacitatii in acest proces este: PC = P2 = P3 > P4 > P1,
reflectand capacitatea nanoparticulelor de HAP de dimensiuni mici de a penetra porii smaltului si
de a repara deteriordrile microstructurale. Ionii substituiti eliberati de structura modificatd a HAP
contribuie, de asemenea, la restaurarea smaltului, crescandu-i rezistenta.

In ceea ce priveste actiunea antimicrobiana, experimentele dezvaluie cum diferite tulpini
bacteriene reactioneaza la compozitiile diferite ale pastelor de dinti. Chiar si pastele de dinti care
contin doar nHAP au activitate antibacteriand, care este imbunatatita prin adaugarea de zinc ca
element de substitutie In nHAP. Comparand diferitele grupuri de variante de pasta de dinti se
remarca variatii semnificative in inhibitia cresterii bacteriene, atribuite prezentei de metaboliti
secundari in extractul de mesteacan. Dintre speciile bacteriene examinate, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 si Escherichia coli ATCC 25922 au avut cea mai mare sensibilitate, urmate aproape
de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Streptococcus mutans a fost clasificat in centrul
speciilor bacteriene testate. Dintre speciile examinate, Staphylococcus aureus ATCC 25923 a avut
cea mai micd inhibitie a cresterii sub tratamentul aplicat.

Atunci cand se iau in considerare atat eficacitatea de remineralizare, cat si cea
antibacteriand, pasta de dinti P5 iese in evidentd ca o optiune convingatoare datoritd activitatii sale
moderate antibacteriene si potentialului sau bun de remineralizare.
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CAPITOLUL 9. NANOCOMPOZIT PE BAZA DE HIDROXIAPATITA SI
ARGINT CU ACTIVITATE ANTIBACTERIANA

Aceastd lucrare prezintd un nanocompozit realizat din hidroxiapatita (HAP) si
nanoparticule de argint (AgNPs), denumit HAP-4,5% AgNPs. HAP a fost pregatita folosind o
tehnicd de precipitare in mediu umed, iar AgNPs au fost obtinute prin reducerea azotatului de
argint cu glucoza intr-un mediu bazic. HAP, AgNPs si nanocompozitul HAP-4,5% AgNPs au fost
caracterizate prin difractie de raze X (XRD), microscopie electronica cu scanare (SEM) -
spectroscopie cu raze X (EDS) si diferite metode imagistice: TEM si AFM.
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Figura. 1. Spectru UV-Vis pentru dispersia apoasd de AgNPs (A) si imagine TEM pentru AgNPs
(B); bara de scara este de 100 nm. Diametrul mediu al AgNPs este de aproximativ 13 nm. Valoarea
potentialului zeta pentru AgNPs este negativa, -39 mV, asigurand o stabilitate electrostatica ridicata a
dispersiei AgNPs.

Spectrul UV-Vis al dispersiei continand AgNPs prezinta banda specifica de absorbtie SPR
a Ag, cu un maxim la 405 nm (Fig. 1A). Spectrul nu s-a schimbat in decurs de 1 an, evidentiind
astfel stabilitatea ridicata a dispersie1 AgNPs.

Prezenta argintului cristalin este evidentiatd in Figura 2 pentru HAP-4.5% Ag, unde apar
liniile pentru argint din PDF 89-3722. Pozitia lor este in concordantd cu cea gasitd pentru
particulele de nanoargint [56] pentru planurile (111), (200), (220), (311) si (222) ale Ag,
corespunzand maximelor la valorile unghiului 26 de 38,32, 44,50, 64,61, 77,54 s1 81,68°, respectiv.
In Figura 2, difractia cea mai intensa a argintului (planul (111)) in HAP-4.5% Ag apare distinct, in
timp ce celelalte linii de difractie ale Ag sunt partial suprapuse pe maximele de difractie ale HAP.
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Figura. 2. Modelul XRD pentru HAP-4.5% Ag comparat cu PDF 89-3722 pentru Ag (liniile rosii
verticale)

Imaginile AFM pentru nanocompozitul HAP-4.5% Ag, pe esantion obtinut prin adsorbtie
pe placé de sticla, sunt prezentate in Figura 4. Dupa cum arata imaginile AFM (A, B si C) si din
profilul sectiunii transversale (D), dimensiunea medie a particulelor este de 54 nm + 8 nm in acest
nanocompozit.
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Figura 4. Imagini AFM ale nanocompozitului HAP-4.5 wt% AgNPs adsorbit pe o placa de sticla:
A) imagine topograficd, B) imagine a amplitudinii, C) imagine 3D si D) profil pe sdgeata alba din
imaginea (A). Zond scanati 2 pm x 2 um. Inaltimea maxima 30 nm, rugozitatea suprafetei evaluata ca
medie patraticd a radacinii, Rrms = 4.8 nm. Diametrul mediu al particulelor este determinat din mai multe
profiluri (cel putin 10) ca fiind de 54 nm + 8nm.
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In concluzie, s-a dezvoltat eficient o tehnica simpld pentru sintetizarea nanocompozitului
HAP-AgNPs cu un continut de argint de 4,5%. Utilizaind XRD, SEM-EDS, TEM si AFM, s-au
verificat caracteristicile morfologice si compozitionale ale nanocompozitului pregatit. Imaginile
TEM, SEM si AFM au aratat dimensiunea si forma particulelor de HAP, cu si fara AgNPs, iar
masuratorile XRD si EDS au confirmat prezenta argintului.

Atat tulpinile Gram-negative cat si cele Gram-pozitive au fost distruse de HAP-4,5%
AgNPs care a fost investigat. Aceste constatari implica faptul cd compozitul nostru ar putea fi
considerat un material antibacterian si cd ar putea fi utilizat In stomatologie si in implanturi
ortopedice.
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CAPITOLUL 10. CONCLUZII GENERALE

1, Activitatea de cercetare s-a bazat pe numeroase tehnici de lucru cum ar fi: difractia de
raze X (XRD), spectroscopia FTIR, microscopie electronica cu scanare (SEM) - spectroscopie cu
raze X (EDS). Structura chimica a fost verificata prin microscopie electronica cu dispersie de
energie a razelor X (SEM-EDX). Detaliile legate de forma acestor materiale biocompatibile au
fost evidentiate prin tehnici de imagisticd, cum ar fi microscopia electronica de transmisie (TEM),
microscopia electronica de baleiaj (SEM) si microscopia de fortd atomica (AFM). Procesul de
eliberare a elementelor in apa a fost urmarit folosind spectrometria de emisie optica cu plasma
cuplata inductiv (ICP-OES). Activitatea antibacteriana a fost evaluata folosind testul de difuzie cu
diametrelor zonei de inhibitie

2. Pe baza informatiilor de ultima ora privind tehnologiile inovative aplicate in domeniul
biomedical se poate concluziona faptul ca produsele de ingijire orald necesita in continuare studii
aprofundate care sa le mareascd eficienta. Cercetarea din spatele acestor noi produse se
concentreaza mai mult pe eficacitate decat pe eficienta reala, lipsind comparatiile adecvate si fiind
rar confirmata prin studii clinice controlate. Desi exista o varietate mare de metode de cercetare,
surse de date si instrumente analitice disponibile, s-au realizat doar cateva analize comparative
intre produse diferite, iar multe dintre rezultate sunt controversate. Principalele probleme in acest
domeniu sunt legate de insuficienta sau lipsa totald a dovezilor riguroase pentru multe dintre
produsele nou dezvoltate, precum si de faptul ca accesul la astfel de produse noi este prohibitiv
din punct de vedere financiar pentru o mare majoritate a populatiei.

3. In experimentele efectuate privind eliberarea componentelor in solutii apoase in
structura hidroxiapatitei (HAP), au fost introduse elemente de substitutie, cu efecte biologice
semnificative, potrivit cercetdrilor fizico-chimice realizate. O concentratie mai mare de strontiu in
structura HAP a afectat eliberarea acestuia atat in apa, cat si in lichidul corporal simulat (SBF). S-
a observat, de asemenea, o tendinta de formare a unei hidroxiapatite biomimetice noi in SBF.

4. In experimentul privind producerea pastelor de dinti care contin hidroxiapatita sintetica
stoichiometricd, s-a constatat faptul cd HAP multi-substituitd, este cea mai eficientd in compozitia
pastei de dinti, conducand la modificari morfologice stabile ale suprafetei smaltului dentar. In cele
zece zile de tratament, leziunile demineralizate ale smaltului au fost remineralizate in totalitate,
dupa cum arata investigatiile AFM. Aceste paste de dinti pot fi utilizate ca agenti potentiali pentru
remineralizarea suprafetei smaltului. Nanoparticulele ceramice sintetice s-au aranjat in mod
regulat in cadrul unui strat protector neted de pe suprafata smaltului, asigurand o rugozitate a
suprafetei redusa, apropiatd de cea a smaltului natural, oferind astfel dovezi suplimentare ale
eficacitatii pastei de dinti.

5. In experimentul privind sinteza de forsterit se poate concluziona faptul ci alegerea ciii
de sintezd poate influenta caracteristicile pulberii finale - forma si dimensiunea nanoparticulelor,
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distributia si tendinta de aglomerare, ceea ce, la randul lor, afecteazd omogenitatea
microstructurald a unui material ceramic si limiteaza astfel aplicatiile potentiale. Forsteritul a fost
sintetizat cu succes prin metoda sol-gel (FSsg) si prin metoda precipitarii (FSpp), conducéand la
nanoparticule mai mici (30 nm) prin metoda precipitarii n comparatie cu nanoparticulele (40 nm)
obtinute prin metoda sol-gel.

6. In experimentul de obtinere si de testare a pastelor de dinti biomimetice Cu 0 concentratie
redusa (3,7%) de hidroxiapatita a fost pus in evidenta faptul ca pasta de dinti P3, cu hidroxiapatita
tetrasubstituitd (HAP-Mg-Zn-Sr-Si), a avut cel mai bun rezultat in ceea ce priveste remineralizarea
smaltului uman, comparativ cu celelalte paste de dinti (P1 si P4), avand aproximativ aceeasi
eficientd de remineralizare ca pasta de dinti P2 dupa 10 zile de tratament. Particulele nanométrice
(cu o dimensiune medie de aproximativ 30 nm pentru HAP) au prezentat un potential mare in
procesul de remineralizare prin acoperirea regiunilor cu leziuni ale smaltului. Toate rezultatele
tratarii smaltului uman timp de 10 zile cu fiecare dintre pastele de dinti P1-P4 ne conduc la ideea
ca aceste paste de dinti pot fi folosite cu succes pentru tratarea cariilor dentare incipiente si a
smaltului demineralizat artificial.

7. Intr-o etapa ulterioara a cercetrii efectul de remineralizare a fost testat intr-un interval
de 30 de zile remarcandu-se faptul ca dupa 10 zile de tratament, se produce o normalizare a
nanostructurii smaltului uman artificial demineralizat, cu valori RMS aproape comparabile cu cele
ale smaltului natural sandtos. O mai bund acoperire a suprafetelor smaltului poate fi observata prin
prelungirea duratei tratamentului, urmata de o consolidare a nanoparticulelor de HAP produse pe
suprafata smaltului. Rezultatele au aratat ca toate cele patru formule de pastd de dinti au avut
caracteristici excelente de restaurare a smaltului. Interesant. La sfarsitul perioadei de tratament de
30 de zile, toate cele patru paste de dinti experimentale au dus la o remineralizare completa a
smaltului artificial demineralizat. Factorii morfologici care, impreuna cu rugozitatea suprafetei,
pot descrie eficacitatea tratamentului de remineralizare a smaltului includ forma si dimensiunea
nanoparticulelor de HAP care au remineralizat suprafata smaltului, regularitatea cu care sunt
depuse pe suprafata si compactarea straturilor depuse.

8. AFM s-a dovedit a fi o tehnicd eficientd pentru investigarea procesului de remineralizare
a smaltului uman, atat in ceea ce priveste modificdrile morfologice si structurale, cét si
masurdtorile rugozitatii suprafetei.

9. Morfologia suprafetei esantioanelor studiate aratd dispersia omogena a nanoparticulelor
globulare de HAP pe suprafetele de smalt, cu dimensiuni diferite pentru diferite tratamente.
Analiza statistica a rugozitatii releva schimbari semnificative intre variantele experimentale,
demonstrand ca tratamentele cu pasta de dinti sunt eficiente in remineralizarea smaltului. Ordinea
de clasificare a eficacitatii In acest proces este: PC = P2 = P3 > P4 > P1, reflectdnd capacitatea
nanoparticulelor de HAP de dimensiuni mici de a penetra porii smaltului si de a repara deteriorarile
microstructurale. lonii substituiti eliberati de structura modificatda a HAP contribuie, de asemenea,
la restaurarea smaltului, crescandu-i rezistenta.

10. In ceea ce priveste actiunea antimicrobiani, experimentele dezviluie cum diferite
tulpini bacteriene reactioneaza la compozitiile diferite ale pastelor de dinti. Se remarca variatii
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semnificative in inhibitia cresterii bacteriene, atribuite prezentei de metaboliti secundari in
extractul de mesteacan. Dintre speciile bacteriene examinate, Enterococcus faecalis ATCC 29212
si Escherichia coli ATCC 25922 au avut cea mai mare sensibilitate, urmate aproape de
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Streptococcus mutans a fost clasificat in centrul speciilor
bacteriene testate. Dintre speciile examinate, Staphylococcus aureus ATCC 25923 a avut cea mai
micad inhibitie a cresterii sub tratamentul aplicat.

11.A fost selectatd varianta de compozitie de pastd de dinti optimd pentru realizarea
concomitenta a actiunii de remineralizare si antibacteriand, care contine HAP substituit cu zinc si
extract de mesteacan 1.3%.

12. In etapa finala s-a dezvoltat eficient o tehnica simpla pentru sintetiza nanocompozitului
HAP-AgNPs cu un continut de argint de 4,5% care are efect antibacterian demonstrat impotriva
tulpinilor de Bacillus cereus si Salmonella typhimurium. Aceste constatari implicd faptul ca
compozitul nostru ar putea fi considerat un material antibacterian si cd ar putea fi utilizat n
stomatologie si in implanturi ortopedice.
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