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In prima parte a tezei s-au expus unele aspecte cu privire la tipul bioceramicilor si
aplicatiile acestora in domeniul medical. Datoritd conditiilor necesare pe care trebuie sa le
indeplineasca pentru a putea fi utilizate n ingineria tisulara, s-a exemplificat o clasificare a
acestora in functie de proprietatile necesare si importanta acestor proprietati.

Partea a doua a tezei, a contributiilor propriii, este structuratd in doua subcapitole
diferite. Primul subcapitol fiind axat pe studiul proprietatilor hidroxiapatitei sintetizate folosind
metode simple si avantajoase din punct de vedere economic si caracterizarea compusilor
sintetizati. Caracterizarea s-a facut pentru precursori de hidroxiapatitd, hidroxiapatita
sintetizata prin metoda de co-precipitare chimica, precursori si hidroxiapatitd dopatd cu unul
sau doud metale si evaluarea evolutiei dimensiunii particulelor sintetizate folosind polimeri ca
mediu de dispersie a reactivilor si aplicand tratament termic.

in cel de al doilea subcapitol, studiul compusilor sintetizati pentru aplicatii in
regenerarea 0soasd s-a axat pe compusi care contin o matrice polimericd, cu proprietati
avantajoase refacerii osoase, si un compus bifazic format din B-TCP/HA, care faciliteaza
regenerarea tesutului 0sos.

In final, prin combinarea tehnicilor analitice fizico-chimice, s-a Incercat stabilirea celui
mai bun material de grefare osoasa sintetizat care poate fi folosit pentru eliberarea
ingredientelor active, analizate individual si sub formd de amestec. Materialele sintetizate
contin bio-os, antibiotice, bifosfonat si polimer si au avantajul tratamentului local, prevenirii
unei infectii si facilitarea reconstructiei osoase cu avantajele unei administrari locale a unei
cantitati minime de substantd activa.

1. Sinteza diferitelor tipuri de hidroxiapatita, caracterizarea lor si modificarea
proprietatilor acestora

S-a studiat sinteza si caracterizarea hidroxiapatitei obtinute prin metoda co-precipitarii,
urmatd de modificarea parametrilor dimensionali ai particulelor asistatd de polimeri si prin
aplicarea unui tratament termic. De asemenea, s-au efectuat studii asupra sintezei si
caracterizarii precursorilor de hidroxiapatita dopati cu unul sau doud metale.

1.1.  Sinteza hidroxiapatitei prin co-precipitarea chimica

Scopul acestui studiu este de a caracteriza produsul de sintezd obtinut prin aplicarea
metodei de co-precipitare pentru a obtine hidroxiapatitd. Protocolul de lucru s-a bazat pe
folosirea azotatului de calciu ca si sursa de calciu, iar pentru cele trei protocoale de lucru
aplicate substanta care asigura sursa de fosfor a fost modificata.

Structura fizicd si proprietdtile chimice ale pudrelor obtinute sunt studiate folosind
analiza termogravimetrica (TG), difractia de raze X (XRD), spectroscopia de infrarosu cu
transformata Fourier (FT-IR) si imprastierea dinamica a luminii (DLS).

Analiza spectrelor FT-IR pentru probele uscate la 120 °C reuseste identificarea benzilor
caracteristice precursorilor de hidroxiapatita si celor provenite din partea reactivilor utilizati
sau de la absorbtia dioxidului de carbon din atmosfera. Dupa tratarea termica a probelor la 1000
°C timp de 12 ore s-a observat disparitia unor benzi. Pentru probele HA (S1) si HA (S2), s-a
observat o banda ascutitd la 3570 cm™! care s-a mentinut dupi tratarea termici, aceasti banda
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fiind datd de vibratia de valenta a HO™ caracteristica hidroxiapatitei. De asemenea, pentru proba
HA (S2), banda la 633 cm™! s-a observat bine definiti, proveniti de la vibratia de retea a grupdrii
HO . In schimb, spectrul probei HA (S3) a sugerat formarea unui fosfat de calciu diferit de
hidroxiapatita.

Analiza termogravimetrica a aratat comportarea la descompunere a probelor analizate
in intervalul de temperatura 30-900 °C. S-a observat un pic ascutit, mai proeminent, care
caracterizeaza un proces endotermic la 770 °C, acompaniat de o pierdere de masa de 1%,
posibil datorat descompunerii hidroxiapatitei nestoichiometrice in B-TCP si apa.

Cu ajutorul analizei XRD, doud faze sunt identificate in spectrul de difractie a probelor
calcinate HA (S1) si HA (S2), compozitia celor doua probe indicand obtinerea la calcinare a
unui amestec de hidroxiapatitd si B-TCP. Pentru proba HA (S3) s-a observat obtinerea unei
singure faze, B-TCP. Pe langd acestea, s-a mai observat modificarea cristalinitdtii probelor si
cresterea dimensiunii cristalelor in toate probele.

Indicele de polidiversitate (PDI) determinat cu ajutorul analizei DLS pentru probele
uscate la 120 °C arata o polidiversitate medie a probelor. Exceptie facand proba HA (S1), care
are o valoare a indicelui mai ridicata, indicand prezenta aglomeratelor de particule in proba.
Tratamentul termic aplicat probelor duce la cresterea valorii indicelui de polidivesitate, ardtand
ca in suspensie mai multe aglomerate se formeaza. Dimensiunea medie a particulelor
determinatd pentru probele uscate la 120 °C variaza intre 2,1 um pentru HA (S2) si 2,7 pm
pentru HA (S1). Pentru HA (S3) s-a observat o dimensiune a particulelor de 3,4 um. Dupa
aplicarea tratamentului termic, unele probele prezinta o scadere a dimensiunii particulelor de
aproape 50% fata de dimensiunea initiala.

S-a dovedit cd metoda de co-precipitare chimica este o metoda simpla de sinteza, dar
este puternic influentatd de parametrii de sintezd, cum ar fi temperatura, timpul de reactie,
tratamentul termic, pH-ul si tipul de reactivi utilizati.

1.2. Modificarea dimensiunii particulelor de hidroxiapatita prin tratamentul termic si
dispersia in matricea polimerica

In acest studiu, solutii la diferite concentratii de chitosan si alginat de sodiu au fost
utilizate ca mediu de nucleare pentru particulele de HA. Solutiile de precursor de calciu si fosfat
au fost mai ntai ajustate la un pH de 12 si adaugate la solutia de polimer cu o concentratie
variind la 5% si 10 %, raportatd la masa stoichiometricd de HA sintetizata conform reactiei de
sinteza prezentate. Dupa sintezd, o cantitate din pulberea rezultatd a fost calcinatd la 1000 °C.
Comparativ s-au studiat proprietatile particulelor obtinute initial si dupd calcinare, folosind
produsul de sinteza initial si produsul obtinut in urma dispersiei in matricea polimerica.
Efectele pe care polimerii le au asupra proprietétilor fizico-chimice ale particulelor de HA au
fost monitorizate prin intermediul SEM, FT-IR, EDAX, DLS, XRD si TG, inainte si dupa
tratamentul termic al particulelor pentru a urmarii modificarea proprietatilor.

In prima faza, s-a realizat caracterizarea produsilor obtinuti cu ajutorul spectroscopiei
FT-IR, analizei termice, XRD si EDAX. Apoi, cu ajutorul tehnicilor XRD, DLS si SEM, s-au
prezentat parametrii dimensionali si s-a evidentiat influenta tratamentului termic asupra
dimensiunii particulelor.
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Pentru caracterizarea particulelor, spectrele FT-IR au fost comparate cu substantele
pure componente: hidroxiapatitd comerciala cu dimensiunea particulelor de 5 um, alginatul de
sodiu si chitosanul. S-a realizat caracterizarea spectrelor FT-IR a substantelor pure, iar apoi s-
au comparat benzile caracteristice atribuite cu cele din spectrele probelor care contin alginat si
chitosan, inainte si dupa calcinare.

S-a observat ca prezenta hidroxiapatitei in solutiile de polimeri duce la interactiuni intre
cele doud substante in cazul probelor uscate la 120 °C. In primul rind, s-a observat faptul ca
benzile caracteristice hidroxiapatitei sunt predominante, cele caracteristice polimerilor fiind
predominant acoperite. In al doilea rand, s-a observat scaderea in intensitate a benzii de la 1593
cm’!, caracteristice alungirii legiturii C=0 din alginat, si disparitia benzii de la 1325 cm !,
caracteristice alungirii legaturii C-N din chitosan. Dupa calcinare, s-a observat disparitia
completa ale benzilor caracteristice polimerilor in toate probele analizate. De asemenea, in
probele care contin alginat s-au observat benzile caracteristice gruparii HO™ si grupdrii fosfat,
bine evidentiate. In schimb, in spectrele probelor care contin chitosan, nu s-au observat benzile
caracteristice hidroxiapatitei cristaline si apar alte trei benzi la 1222, 970 si 728 cm™!, pe langi
cele caracteristice gruparii fosfat.

Analiza XRD a aratat formarea hidroxiapatitei cu cristalinitate scazuta in cazul probelor
uscate la 120 °C. In urma tratamentului termic forma picurilor s-a modificat si s-au identificat
fazele care se gasesc in produsul calcinat folosind metoda Rietveld. Vizibil, s-a observat ca
intensitatile caracteristice hidroxiapatitei se regasesc integral in reprezentarea grafica a
picurilor probelor care contin alginat. Probele care contin alginat, au dus la formarea unei
cantitati mai mari de hidroxiapatitd In urma calcindrii, iar prezenta chitosanului a dus la
formarea de B-fosfat tricalcic ca fazd predominanta in probe.

Analiza termica a verificat comportarea probelor in urma aplicarii tratamentului termic
si influenta polimerilor asupra acesteia. Curbele termogravimetrice sunt asemanatoare curbei
probei HA 120 °C, diferentele de procente din pierderea de masa fiind cauzate de cdtre masa
adaugata de polimer. In cazul probelor care contin chitosan, pierderea de masa apare in doua
etape diferite. O comportare diferita si mai complexa s-a observat in cazul probelor care contin
alginat. In intervalul de temperatura 750-800 °C, pentru probele HA, HA+ Chit 5% si HA+
Chit 10%, s-a observat un proces exotermic cu o pierdere de masa de aproximativ 1%.

Rezultatele analizei termice sunt corelate cu observatiile facute in urma analizei FT-IR
si analize1 XRD. S-a observat formarea hidroxiapatitei cristaline in probele care contineau
alginat si prezenta unor impuritdti sau formarea unor altii compusi decat cei asteptati in urma
tratamentului termic.

In urma analizei EDAX, s-a urmirit continutul de Ca si P din probele analizate si
modificarile cantitative care apar in urma tratamentului termic. Astfel, putandu-se face o idee
asupra substantei posibile prezente in proba analizatd, in functie de raportul Ca/P, care fata de
hidroxiapatita stoichiometricd, este cuprins in intervalul 1,658-1,824. Rapoartele rezultate n
urma calcinrii arati o scidere a raportului Ca/P pentru toate probele. In cazul probei HA+ Alg
5%, s-a obtinut cea mai apropiata valoare a raportului de 1,667, lucru care indica obtinerea unei
hidroxiapatite cat mai pure. De asemenea, se evidentiaza proba HA+ Chit 10% care are raportul
Ca/P= 1,577, raport apropiat de raportul Ca/P prezent in B-TCP de 1,5.
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Spectroscopia FT-IR si analiza termogravimetrici au oferit informatii asupra
compusilor sintetizati si posibilitatea prezentei unor alte substante fatd de cele dorite, sub forma
de impuritate, in probele analizate. Analiza XRD a identificat cu succes fazele prezente in
probe, iar analiza EDAX a venit cu completdri asupra celor observate.

Apoi, folosind metodele de analizd disponibile (XRD, DLS si SEM), s-au centralizat
datele oferite de catre aceste metode, pentru probele uscate la 120 °C si calcinate la 1000 °C,
cu scopul de a face observatii asupra modificarii dimensiunii particulelor aparute in urma
tratamentului termic a probelor.

In cazul analizei DLS, s-a observat o sciadere a diametrului mediu al particulelor in
cazul tuturor probelor. Cea mai semnificativa fiind in cazul probei HA+ Alg 10%, unde s-a
observat o scadere in diametrul mediu al particulelor de 67,7% in urma tratamentului termic.
Totodata, s-a observat ca adaosul de polimer in concentratii mici duce la scdderea dimensiunii
particulelor de pana la 50%.

Dintre parametrii identificati in urma analizei XRD pentru probele uscate la 120 °C s-a
observat cd dimensiunea cristalelor obtinute in urma sintezei este asemanatoare. Exceptie face
proba HA+ Alg 10%, unde dimensiunea cristalelor este mai mare fatd de restul probelor. Prin
aplicarea tratamentului termic, fazele prezente in probe 1si modifica parametrii dimensionali si
dimensiunea cristalelor se mareste semnificativ.

Imaginile SEM ale probelor ofera o perspectiva asupra formei particulelor si distributiei
acestora 1n probelele analizate. S-a observat in toate probele prezenta aglomeratelor, cu
dimensiuni cuprinse intre 100 si 150 um. Pe langa acestea, s-au distins particule de dimensiuni
mai mici, intre 10 si 25 um, dar nu se observa o forma bine definita a acestora pentru probele
analizate. Cele mai mari dimensiuni ale aglomeratelor fiind gasite in proba HA+ Chit 10%. In
urma tratamentului termic, morfologia probelor s-a modificat si mare parte din aglomerate au
disparut, rezultand o scadere a dimensiunilor particulelor prezente in proba. La o magnificare
de x1000 se disting pori bine definiti pe suprafata particulelor cu dimensiuni mai mici de 1 pm.

1.3.  Sinteza si caracterizarea hidroxiapatitei dopata cu un metal

Acest studiu si-a propus caracterizarea hidroxiapatitei dopate cu diferite metale si
influenta acestora asupra stabilitatii termice si proprietatilor diferite pe care acestea le confera,
rezultand o arie larga de aplicatii medicale In urma dopajului. Reactivii folositi in acest studiu
sunt acetatul de calciu, fosfatul de trimetil si diferite saruri ale unor metale. Acestia au fost
folositi pentru a obtine hidroxiapatite dopate cu proprietdti termice, mecanice si biologice
imbundtétite. De asemenea, sonicarea probelor a fost aplicata. Pentru a verifica influenta
acestora o serie de tehnici au fost folosite.

Spectrele FT-IR s-au obtinut pentru toate probele inainte si dupa degradarea termica la
300 °C si 500 °C in intervalul 4000-650 cm™. Pentru precursorii hidroxiapatitei dopate cu Ag
(d) si Zr (a), spectrele FT-IR au aratat cateva diferente. Apa de cristalizare s-a observat mai
clar si intr-o cantitate mai mare si observandu-se o bandi mai pronuntati la 1608 cm™ pentru
cele doud probe. S-a observat totodata, la probele degradate termic la 300 °C si 500 °C,
disparitia benzii de la 1144 cm™', bandi asociati ionilor de fosfat. In spectrele FT-IR obtinute
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pentru probele tratate la 1000 °C s-a observat banda ascutitd la 3640 cm™!, banda proveniti de
la vibratia de alungi a gruparii HO™, care indica formarea hidroxiapatitei cristaline.

Datele termoanalitice au fost obtinute in intervalul de temperaturd 30-550 °C, in
atmosfera de aer sintetic cu cresterea de temperaturd de 10 °C/min. In toate cazurile,
deshidratarea si pierderea apei de cristalizare apar ca etape dificil de distins in curbele TG si
DTG. Pentru toate probele, patru sau cinci procese de descompunere s-au observat cu pierderi
de masd de pana la 12 % 1n cazul probelor ¢, d, e, f si g, in intervalul de temperatura 290-300
°C, celelalte pierderi de masa la temperaturi mai scazute sunt sub 3%. Procesul de
descompunere a componentei organice incepe, pentru toate probele, dupa 300 °C.

Procesul de descompunere puternic exotermic incepe la cea mai mica temperatura in
cazul probei cu Ag -d (305 °C), urmata de proba cu K -g. Pentru celelalte probe, descompunerea
incepe in intervalul 300-350 °C si sunt de asemenea insotite de procese exotermice puternice.
Cea mai mare pierdere de masa, in tot intervalul de temperatura studiat, este observata in cazul
probei cu Al, care contine de asemenea si cea mai mare cantitate de apa.

Analiza EDAX a fost efectuatd pentru a demonstra sinteza precursorilor dopati cu
diferite metale, probele fiind pregatite prin tratarea termica a acestora timp de 30 de minute la
600 °C. Rezultatele au ardtat clar prezenta metalelor adaugate la doparea hidroxiapatitei, pe
langa metale se poate observa de asemenea prezentei C si O, lucru care sustine rezultatele
obtinute in urma analizei FT-IR si termice.

Din analiza ICP-OES se observa faptul ca Ca este cel mai abundent in proba a, unde
cantitatea de dopant este mai mica (Zr). O cantitate mai mare de Ca si material dopant se
intalneste la proba d. Se observd ca Ag este metalul care este dopat in cantitati mai mari in
hidroxiapatita. Acest lucru a dus la o structura fragild si mai instabila termic, lucru observat in
cazul analizei termice pentru proba d. Proba dopatd cu Ag suferda un proces de topire la
temperaturi de peste 600 °C. O cantitate mare de metal dopant retinut de hidroxiapatitd se
observa 1n cazul probei cu K (g). Metale precum Cd si Ba sunt retinute in procente de 2,5-2,8%
in structura hidroxiapatitei. S-a observat cd Al este retinut doar 1,89%, dar inlocuieste cel mai
mult calciul 1n structura hidroxiapatitei.

Analiza XRD a identificat in toate probele picurile caracteristice hidroxiapatitei, dar pe
langd acestea s-au mai observat si picuri pentru Ca(OH): si pentru CaO.

Pentru pulberile netratate termic, utilizdnd analiza SEM s-a observat cd particulele
prezintd mai multe dimensiuni si forme care variaza, ca dimensiune, de la 100 pm la 500 pm.
S-au observat 1n principal aglomerate, dar la o privire mai atenta, in unele probe, s-a observat
formarea acestor aglomeratele din particule cu forma de tija. In cazul precursorilor dopati cu
Ag si Sb s-a observat o distributie mai uniforma a particulelor, particule care au dimensiuni
intre 10 s1 50 um. La o magnificare de x400 a pulberilor tratate termic la 900 °C s-a observat o
microstructuri rugoasa si poroasa in cazul tuturor probelor. In cazul pulberilor dopate cu Sb si
K s-au format pori cu diametrul de 3-5 pm dupa tratamentul termic si se pot observa particule
sub forma de placi.

1.4. Sinteza s§i caracterizarea unor precursori de hidroxiapatita dopati cu doua
elemente
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In studiul acesta este prezentati o metodd neconventionald pentru sinteza
hidroxiapatitei: o serie de HA dopate simultan cu doi cationi si preparate in camp ultrasonic.
S-a discutat efectul tratamentul termic si caracteristicile fizico-chimice ale precursorilor
obtinuti.

Analiza comparativi a spectrelor FT-IR efectuate in intervalul 4000-650 cm™ pentru
probele uscate a ardtat mici diferente in intervalul 3600-2900 cm™ si intervalul 1250-1050 cm”
! (in cazul probelor de la a la e). S-a observat un continut de umiditate sciizuti pentru probele
a si d. Spectrele FT-IR, dupa degradarea termica la 300 °C si 550 °C, prezintd o banda mai
largd in jurul regiunii de 1000 cm™'. Pentru probele tratate termic la 550 °C, spectrele FT-IR au
prezentat benzi similare, cu mici diferente in cazul probei e, si s-a observat mentinerea benzii
caracteristice grupdrii carbonat la 1407 cm™. S-a observat de asemenea lipsa reziduurilor
provenite de la compusii organici.

Curbele termogravimetrice obtinute in atmosfera de aer pana la temperatura de 500 “C
prezintd un comportament termic similar, exceptie ficand proba a. In cazul probei a, o pierdere
de masa continua in intervalul de temperaturd 30-300 ‘C este observatd, asociata cu cinci
procese de descompunere dificil de separat. In cazul celorlalte probe s-au observat doar patru
procese de descompunere cu pierderi de masa asemanatoare. Pierderea de masa pentru proba a
in intervalul 380-390 °C este de aproape 25 %, spre deosebire de pierderea de masa observata
la celelalte probe 1n acelasi interval de temperatura, intre 11 si 19%. Descompunerea termica
care apare 1n intervalul de temperaturd 310-350 °C este acompaniatd in toate cazurile de un
proces puternic exotermic la care maximul de temperatura difera de la o proba la alta. Cele mai
instabile probe din punct de vedere termic sunt probele g, e, b, f, urmate de probele d, ¢ si cea
mai stabila fiind proba a.

Pentru a pune in evidentd sinteza precursorilor dopati cu metale diferite, studiul
probelor folosind spectroscopia de raze X cu dispersie de energie (EDAX) a fost utilizat. Pentru
a efectua analiza EDAX a probelor , probele au fost tratate termic timp de 30 de minute la 600
°C. Astfel s-a verificat daca metalele folosite aditional se gasesc in precursorii sintetizati.

Pentru a verifica rezultatele prezentate in urma analizei EDAX, dozarea cantitativa a
metalelor addugate ca dopant in compozitia precursorilor studiati a fost efectuatd. Rezultatele
au confirmat prezenta In probele tratate termic la 900 ‘C a metalelor addugate ca dopanti
impreunad cu Zr si s-a observat o concentratie mai ridicata de Cd si Ni 1n probele analizate, fata
de restul.

In urma acestui studiu a fost publicata lucrarea: Alexandru Pahomi, Gabriela Vlase,
Alexandra Toma, Gheorghe Ilia, Violeta Turcus, Nicolae Doca si Titus Vlase, Synthesis,
thermal behavior and FTIR study of some hydroxyapatite precursors doped with two metals, J.
Therm. Anal. Calorim.,, vol. 138, mno. 3, pp. 21752183, 2019, doi:
https://doi.org/10.1007/s10973-019-08550-9
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2. Obtinerea diferitelor materiale pe baza de hidroxiapatita

2.1. incorporarea unui compus bifazic format din p-fosfat tricalcic/ hidroxiapatiti in
matrice de chitosan si alginat

Studiul a condus la obtinerea de matrice foarte poroase care contin fosfati de calciu
bifazici. Particularitatea acestui tip de matrice obtinute este data de dimensiunea mare a porilor
in comparatie cu matricele similare prezentate in literatura. Dimensiunea porilor si
interconectivitatea straturilor le face potrivite pentru utilizarea in regenerarea tesutului osos,
punand accent pe efectul osteogen. Addugarea compozitului bifazic, care contine B-TCP si
hidroxiapatita, ofera proprietdti Imbunatatite materialelor obtinute. Pulberea HA (S2),
sintetizata si caracterizata in Capitolul 2.1.1, a fost aleasa pentru a fi dispersata in matricele de
chitosan si alginat datorita continutului de hidroxiapatita (45,04 %).

In primd fazi, s-au identificat benzile caracteristice chitosanului si alginatului in
spectrele FT-IR obtinute. Aceste rezultate au fost comparate cu spectrele matricelor care contin
faza polimerica si pulberea HA (S2). Spectrele FT-IR a matricelor de chitosan prezinta benzile
caracteristice moleculelor de baza utilizate in preparare, iar benzile corespunzatoare
chitosanului si materialului bifazic se suprapun. S-a observat absenta benzii de la 1706 cm™ in
spectrele matricelor de chitosan care contin HA (S2) tratate cu NaOH, lucru care a indicat
neutralizarea in totalitate a acidului acetic utilizat in prepararea solutiei de chitosan. Spectrele
FT-IR ale matricelor cu alginat sunt comparabile cu cel al alginatului pur. Interactiunea dintre
cationii de Ca®" cu grupdrile carboxil s-a observa in spectrul FT-IR prin modificarea numarului
de unda la valori mai mici a benzilor caracteristice vibratiei de alungire simetrice si asimetrice
a legaturii C=0.

Rezultatele analizei termogravimetrice (TG) indica comportarea termica a polimerilor
testati sub forma de pudrd si matrice. Matricele de chitosan prezintd etape de descompunere
similare cu chitosanul sub forma de pudra, iar matricele netratate prezintd un al treilea pic
exoterm in intervalul de temperatura 110-200 °C caracterizat de o pierdere de masa aditionala
de 8% in cazul probei CS netratat si o pierdere de 3% in cazul probei CS-HA (S2) netratat.
Pentru matricele fara componenta bifazica, tratarea cu NaOH pare sa scada stabilitatea termica
a matricei prin modificarea maximului procesului de degradare de la 300 °C la 250 °C.
Comportarea termica a alginatului de sodiu si a matricelor arata ca pierderile de masa au loc n
trei etape. In cazul matricei de alginat netratatd a doua etapa de descompunere prezinta un pic
exoterm aditional care apare 1n intervalul 150-210 °C asociat cu apa captata in porii matricei.
Dupa tratarea probelor cu CaCl, sau dupa dispersia fosfatului de calciu bifazic, probele prezinta
un proces de descompunere aditional in intervalul 600-850 °C.

Morfologia matricelor a fost investigatd folosind microscopia electronica de baleiaj
(SEM). Morfologia in sectiune transversala a matricelor de chitosan aratd ca microstructura
poroasa tridimensionala este obtinutd prin etapa de liofilizare, porii fiind rezultatul formarii
cristalelor de gheatd. O microstructura cu pori deschisi si cu un grad ridicat de interconectivitate
este observata in cazul tuturor probelor. Proba de chitosan care nu a fost tratatd cu NaOH
prezintd o suprafatd neteda, in timp ce dupd tratarea cu NaOH suprafata devine mai rugoasa,
iar straturile interconectate sunt mai compacte. Dupa tratarea cu NaOH a matricei care contine
HA (S2), microstructura isi pastreaza interconectivitatea, dar devine vizibil mai compacta fata
de microstructura initiald. S-au obtinut porii vizibili care au un diametru intre 40-60 um, iar
distanta dintre straturi este de aproximativ 300 pm. O microstructurd similard cu matricele de
chitosan este observatd la matricele de alginat. Microstructura de alginat prezinta mai multi
pori individuali cu diametrul de 100 pana la 200 um dupa liofilizare. S-a observat ca reticularea
cu CaCl; rearanjeaza microstructura si distanta dintre straturile interconectate creste de la 200
pum pana la 500-700 um. Dupa tratamentul matricei de alginat care contine HA (S2) cu CaCl,,
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s-a observat o microstructurd mai compacta si mai stratificata, cu o distantd medie intre straturi
de aproximativ 100 pm.

Caracterizarea microstructurii a indicat posibilitatea utilizarii matricelor pentru
ingineria tesutului osos datoritd prezentei microporilor care pot asigura infiltrarea, legarea si
proliferarea celulelor.

2.2. Compozite polimerice dentare care contin antibiotice, bifosfonati si
hidroxiapatita pentru posibila utilizare a acestora in ingineria tisulara

Scopul acestui studiu a fost de a obtine noi variante de grefe osoase, sintetice si
provenite din surse animale, acoperite cu diferiti polimeri, continand antibiotice (ampicilina si
oxacilind) si alendronat. Validarea materialelor obtinute a constat in testarea amestecurilor care
nu prezintd interactiunii intre componente. Prin combinarea tehnicilor fizico-chimice
complementare: TG/DTG/HF, FTIR-UATR, UV-Viz, SEM-EDAX, s-a incercat stabilirea
celui mai bun material de grefare osoasa care poate fi folosit pentru eliberarea ingredientelor
active analizate individual si sub forma de amestec.

In prima fazi, s-a efectuat analiza FT-IR a substantelor active, antibioticele (Ampi si
Oxa) si bifosfonatului (Alen), in forma pura pentru a obtine informatii care pot fi utilizate
pentru analiza amestecurilor binare. Conform metodei de sinteze folosite pentru a prepara
solutiile de polimer si incercarea de a incorpora antibioticele, s-a presupus ca substantele active
sunt prezente in compusul obtinut, iar analiza FT-IR a fost utilizata pentru a obtine un raspuns
pozitiv asupra prezentei fizice sau a absentei lor in matricea polimericd. S-a efectuat
caracterizarea spectrelor FT-IR pentru amestecurile dintre substantele active si polimerii.
Aparitia benzilor caracteristice pentru substantele active in spectrele amestecurilor binare au
confirmat prezenta substantelor acestora in cazul celor trei polimeri folositi.

Spectrele amestecurilor ternare au fost comparate cu spectrele substantelor active
individuale si cu spectrele amestecurilor binare, care contin antibiotic si bifosfonat, pentru a
determina integritatea substantelor active prezente in amestec. In cazul amestecurilor ternare,
benzi mai putin distincte a substantelor active s-au observat datoritd influentei polimerului si
cantitatii de substantd activa mult mai mici.

Studiul FT-IR a amestecurilor cuaternare a fost efectuat cu scopul de a pune in evidenta
influenta partii osoase, BON sau BOS, din amestecuri. S-a observat In toate cazurile ca
materialul osos nu afecteaza spectrele amestecurilor. De asemenea, In aceste spectre s-a
presupus ca chitosanul va prezenta interactiuni cu ambele substante active conform
observatiilor anterioare.

Potrivit studiului FT-IR a amestecurilor obtinute, s-a observat ca in amestecurile binare
studiate nu apar interactiuni. In amestecurile ternare si cuaternare, interactiunile dintre chitosan
si cele doua antibiotice au fost evidente, interactiuni care apar doar in prezenta umiditatii
introduse odata cu polimerul in etapa de prepararea a amestecurilor finale.

Analiza termica a fost efectuata doar in cazul amestecurilor binare pentru a determina
posibile interactiuni intre componentele active si polimeri. Rezultate obtinute pentru
degradarea termica a antibioticelor sunt confirmate de sursele din literatura de specialitate.

Analizand termogramele amestecurilor binare cu alginat, chitosan si kappa-caragenan,
s-a observat faptul ca includerea ampicilinei in amestec duce la descompunerea acesteia la
temperaturi mai joase a probelor. In cazul amestecului binar cu alginat, efectele termice care
apar in timpul descompunerii substantei active se diferentiaza, dar la temperaturi mai ridicate
fatd de substanta purd. Introducerea alendronatului in amestec duce la modificarea punctului
de topire a acestuia spre temperaturi mai mici.
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Analiza UV-Viz a validat prezenta substantelor active in compozitele analizate. Pentru
a putea confirma prezenta substantelor active In materialul testat prin metoda UV-Viz, probe
de control, solutii de antibiotic, au fost preparate. In cazul oxacilinei, maximul de absorbtie la
270 nm se gaseste la aceeasi intensitate sau la intensitati putin mai mici in cazul materialelor
pe baza de kappa-caragenan si alginat care contin BON si BOS. Acest lucru nu se poate spune
despre materialele ce contin chitosan ca polimer. In cazul materialelor bazate pe chitosan,
maximul de absorbtie este mai putin intens, lucru care sustine ideea unei interactiuni intre
chitosan si oxacilina.

Studiul materialelor finale prin analiza SEM/EDAX incepe cu studierea celor doua
optiuni de materiale folosite curent in stomatologie, materialul sintetic BON si materialul
natural BOS. In cazul materialului natural BON, particule de diferite dimensiuni s-au observat,
iar Tn cazul materialului sintetic BOS, particulele au dimensiuni apropiate. Analiza EDAX a
pus in evidentd compozitia diferitd a celor doua materiale.

Comparand analizele SEM a materialelor finale, s-a observat ca materialele care contin
BOS sunt mult mai omogene si ca exista diferente morfologice intre acestea. Materialele care
contin chitosan ca si polimer au un aspect complet diferit, raportat la omogenitate si
cristalizarea substantelor active.

Pentru testul de citotoxicitate s-a folosit linia de celule MCF7 si testul a fost raportat la
rata de inhibitie cauzata liniei de celule de cdtre materialele testate. Materialele validate in urma
analizelor fizico-chimie si folosite in acest test sunt: Oxa_Alen_Car (1), Ampi_Alen Car (2),
Oxa_Alen_Alg (3), Ampi_Alen_Alg (4). BON si BOS au fost excluse datorita problemelor de
solubilizare. BON si BOS sunt materiale care au citotoxicitatea studiata si sunt folosite actual
in practica dentara. S-au preparat dilutii in serie pentru fiecare compus studiat, iar concentratiile
finale testate au fost: C1-1%, C2-0,500%, C3-0,250%, C4-0,125%, C5-0,0625% si C6-
0,03125%.

In cazul celulelor expuse la concentratia C1, compusul (1) a determinat o inhibitie
moderatd a proliferarii celulelor, cu mici variatiuni in functie de timpul de expunere.
Compusului (2) a dus la cresterea ratei de inhibitie la concentratia de 1% in cazul tuturor
timpilor de incubare. Pentru compusul (3), s-a observat o scadere a ratei de inhibitie in functie
de timpul de expunere cand a fost incubat la concentratii intre C1-C3. La expunerea timp de
24 de ore, cea mai mare ratd de inhibitie a fost observata la concentratia C6. Pentru concentratia
C4 si C5 valorile ratei de inhibitie sunt sub 6% la 24 de ore, iar la timpi mai indelungati s-a
observat proliferarea celulelor. Expunerea celulelor MCF7 la compusul (4) a dus la reducerea
semnificativa a cresterii celulelor.

Cea mai mare ratd de inhibitie a fost observata in cazul concentratiei C1 pentru toti
compusii testati. Celelalte concentratii au determinat o inhibitie moderatd in proliferarea
celulara. In schimb, la cateva concentratii, s-a observat o stimulare a procesului de proliferare.

Compusii (1) si (4) s-au dovedit a fi biocompatibili la concentratii intre 0,5% si
0,03125% pentru o perioadd de incubare mai lunga, 48 si 72 de ore. Cea mai mare ratd de
proliferare s-a observat la o concentratie de 0,25% la ambii compusi.

In urma acestui studiu a fost publicata lucrarea: Mihaela- Maria Budiul, Gabriela Vlase,
Daniel Negru, Dorinel OkoliSan, Ionela- Amalia Bradu, Alexandra Tasald, Alexandru
Pahomi, Titus Vlase, Daniela Jumanca, Atena Galuscan, Paula Sfirloaga, Nicoleta Caraba,
Roxana Popescu si Anamaria Matichescu, Dental biopolymer composites with antibiotics,
bisphosphonate, and hydroxyapatite for possible use in bone tissue regeneration, J. Chem., ID
articol: 6614044, 2024, doi: https://doi.org/10.1155/2024/6614044
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