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INTRODUCERE

Progresul in domeniul stiintei si tehnologiei materialelor compozite a modificat in mod
semnificativ optiunile medicilor in rezolvarea problemelor de implanturi [1]. Materiale
compozite reunesc intr-un singur produs unele componente care, de obicei, nu se asociaza in
mod natural. Compozitele trebuie sd indeplineascd doud criterii importante $i anume
biocompatibilitatea si biofunctionalitatea. Potrivit unui raport publicat in 1995 de catre Institutul
de Materiale din Londra, se estimeaza ca pe piata mondiala se alocad pentru materialele
compozite n jur de 12 miliarde dolari pe an [2]. Cheltuielile sunt justificate intrucat compozitele
prezintd o mare importantad pentru viata umana ele fiind vitale in multe cazuri. De exemplu,
tesutul dur al corpului uman (sistemul 0sos) este esential si da forma corpului. Cele mai
frecvente probleme cu care se confruntd tesuturile tari sunt fracturile osoase. Cercetarea si
dezvoltarea de noi materiale compozite rezolva anumite probleme referitoare la reconstructiile
0soase si la obtinerea osului artificial.

Amploarea pe care a luat-o chirurgia ortopedica reconstructiva presupune dezvoltarea unor
materiale care trebuie sda indeplincascd o multime de caracteristici dintre care cele mai
importante sunt:

- biocompatibilitatea cu tesutul osos natural uman;

- osteointegrarea cat mai rapida si fara efecte secundare (necroze, umflaturi);

- sd actioneze dupa implantare ca matrite pentru cresterea si diferentierea tisulara;

- sa se resoarba prin procese de biodegradare si remodelare osoasa.

Aceste materiale trebuie sd corespunda ca structurd si compozitie cu tesutul osos natural.
Osul este format din 69% fosfat de calciu (in principal hidroxiapatita), 21% colagen, 9% apa si
1% alte componente si are o microstructura ierarhica complexa.

Cercetarile originale din teza de doctorat sunt dedicate cercetdrii si dezvoltarii de noi
materiale compozite nanostructurate compuse Tn principal din pulberi anorganice bioactive
bazate pe hidroxiapatita si un polimer natural, colagenul si/sau chitosanul.

Hidroxiapatita are wunele proprietati foarte bune cum ar fi Dbioactivitatea,
biocompatibilitatea, netoxicitatea si osteoconductivitatea insa duritatea ei este scazuta. Colagenul
(COL), proteina cea mai abundenta din corp, este un material biocompatibil, biodegradabil si
osteoinductiv [3,4]. Chitosanul (CHI) este un polimer natural cu proprietati remarcabile, cum ar
fi biocompatibilitatea si bioresorbabilitatea. Este netoxic si usor solubil in acizi organici slabi.

Prezenta teza de doctorat a avut ca obiective principale dezvoltarea unor tehnologii
inovative de realizare a unor astfel de materiale compozite. Cercetarile pentru imbunatatirea
caracteristicilor functionale pe care trebuie sa le indeplineasca aceste materiale compozite au fost
axate pe doua directii principale, si anume:

- Tmbunatatirea compozitiei materialelor cu elemente care se regasesc in osul natural:
siliciul, magneziul si zincul care pe langa rolul pozitiv pe care il au in dezvoltarea si proliferarea
celulelor osoase asigura si o morfologie si structurd poroasd propice dezvoltdrii celulelor osoase
(osteoblastelor)



- Obtinerea la scara nano a pulberii anorganice bioactive.

Tn plus, hidroxiapatita utilizata in scopuri ortopedice pentru reconstructii osoase trebuie
sa aiba un inalt grad de cristalinitate. Acesta asigurd o osteointregrare lipsitd de fenomene
secundare, cauzate de reactivitatea ridicatd a materialelor cu grad scdzut de cristalinitate.
Cristalinitatea se poate monitoriza in timpul tratamentului termic si astfel am studiat influenta
temperaturii de calcinare asupra gradului de cristalinitate a hidroxiapatitei in intervalul de
temperaturd de la 400°C - 1150°C. Rezultatele cele mai bune le-am obtinut in cazul
hidroxiapatitei calcinati in intervalul de temperaturd 650°C - 800°C, cu palier de 6h.

In cadrul cercetdrii, am preparat prin precipitare peste 20 de sorturi de nano
hidroxiapatita (HAP) purd, HAP partial substituitd cu ioni ce se regasesc in compozitia osului
natutral, si HAP dopata cu nanoparticule de aur sau argint. Diferitele sorturi de HAP au fost
testate in culturi de celule osoase (osteoblaste) si am pus in evidenta rolul pe care il are suprafata
specifica si porozitatea compozitelor asupra culturilor de osteoblaste. Principalii parametri de
lucru studiati in procesul de precipitare au fost: - concentratia solutiilor reactantilor; temperatura
din timpul precipitarii reactantilor; timpul §i temperatura de maturare ale precipitatului; uscarea
in conditii supercritice ( liofilizarea).

Caracterizarea fizico-chimica a pulberilor de HAP si a nanobiostructurilor acestora cu
chitosan si colagen s-a facut prin metode de spectroscopie FTIR si XPS, difractometrie de raze
X (XRD) si analize de suprafata specifica si porozitate prin metoda BET. Stabilitatea pulberilor
s-a demonstrat prin analize termogravimetrice TG, DTG, DTA si DSC iar pentru determinarea
structurala si morfologica a materialelor compozite am folosit tehnici de imagistica SEM, TEM
si AFM.

Teza de doctorat este structurata in 8 capitole.

n capitolele 1 si 2 sunt abordate, pe baza cercetirii bibliografice, principalele aspecte
teoretice referitoare la structura si compozitia osului natural, la nanostructura fazei anorganice
pe baza de HAP precum si baza teoretica in procesul de formare a fazei anorganice la scara nano
(capitolul 2).

Capitolul 3 cuprinde contributiile originale referitoare la prepararea hidroxiapatitei
nesubstituite si a celei substituite cu diferiti ioni SiO4*, Mg?*, Zn**, sau dopate cu nanoparticele
de aur sau argint §i caracterizarea fizico-chimicd a materialelor sintetizate prin metode de
spectroscopie FTIR si XPS, difractometrie de raze X si analize de suprafatd specifica si
porozitate prin metoda BET.

Capitolul 4 contine date referitoare la prepararea materialelor compozite formate din HAP
si polimeri naturali, colagen si chitosan si caracterizarea fizico-chimica a acestora.



Tn capitolul 5 sunt prezentate rezultatele privind biocompatibilitatea nanostructurilor
preparate sub forma de scafolduri Tn culturi celulare de osteoblaste. Se evidentiaza totodata
proliferarea si adeziunea celulara pe scafoldurile fibroase formate din HAP/CHI/COL, precum si
producerea eficientd de colagen a osteoblastelor cu formarea de os nou.

Capitolele 6, 7 si 8 sunt destinate concluziilor generale, bibliografiei si diseminarii rezultatelor
stiintifice.

CUVINTE CHEIE

Hidroxiapatita
Colagen
Chitosan
Compozite
Celule ostoblaste



CAPITOLUL 3 - CONTRIBUTII ORIGINALE

PULBERE ANORGANICA BIOACTIVA (PAB)

3.1 Prepararea pulberii anorganice bioactive

Hidroxiapatita desi prezinta o biocompatibilitate ridicatd, poate fi substantial imbunatatita
prin modificarea compozitiei chimice §i a structurii morfologice. Aceste modificari sunt
favorizate de capacitatea hidroxiapatitei de a accepta cu usurintd in structura sa numerosi ioni
substituenti atit pentru ionii de Ca®* cét si pentru cei de PO,* odatd cu compozitia chimici
modificandu-se si structura morfologica [223-226]. Analizele chimice si structurale au aratat ca
partea anorganica a osului nu corespunde formulei stoechiometrice a hidroxiapatitei. Practic
partea anorganicd aflatd in tesuturile osoase reprezintd un amestec de compusi anorganici pe
bazi de hidroxiapatitd in care ionii de Ca** si PO,> sunt partial substituiti cu diferiti alti ioni
(anioni si cationi). Ionii substituenti trebuie sa fie la randul lor biocompatibili cu organismul
astfel incat resorbtia lor sa nu provoace reactii nedorite si fenomene de respingere. Mai mult,
prezenta unor ioni strdini in structura hidroxiapatitei confera acesteia o abilitate sporita la
stimularea si cresterea tesutului osos. Pe langad conditiile amintite pe care trebuie sd le
indeplineasca ionii substituenti, acestia trebuie sa prezinte in plus si o buna biocompatibilitate cu
0 serie de polimeri naturali (chitosanul, colagenul) sau sintetici (acidul poliacrilic,
polimetacrilatul de metil, etc.) [229].

Desi prezenta ionilor substituenti in structura hidroxiapatitei este in proportie mica, ei
conferd acesteia proprietati biologice si fizice specifice, astfel ca rolul lor este important si
determinant in chimia osului. Din cele prezentate rezultd ca prezenta ionilor substituenti in
structura hidroxiapatitei este obligatorie pentru ca biocompozitele in compozitia carora aceasta
intrd sa aiba biostructura si biochimia osului natural. Totodata, prin intermediul lor se asigura o
vitezd mai mare de regenerare a tesutului osos si parametri fizico-chimici cat mai apropiati
comparativ de cei din osul natural. Cei mai importanti ioni substituenti ai hidroxiapatitei din
materialele cu aplicatii biomedicale sunt cei de Mg?* si de Zn** pentru ionii de Ca®* precum si cei
de COs” si SiO4* pentru ionii de PO, In ceea ce priveste ionii de Mg?*, acestia joaca un rol
important prin natura transformarilor pe care le produc in matricea osoasd. Lipsa magneziului in
os afecteazd in mod negativ procesele fiziologice din metabolismul osos ducand astfel la o
fragilitate ridicata a oaselor [234-236] .

Hidroxiapatita sinteticd substituitd cu magneziu fiind mai solubild decat hidroxiapatita
purd, face ca resorbtia ei in organism sa fie mult mai rapida, accelerandu-se astfel procesul de
regenerare a osului natural. Existd Insa o limitd al raportului in care magneziul poate fi
incorporat, intrucat un raport molar Mg®*/ Ca?* mai mare decat 0,3 determina formarea fosfatului
tricalcic si a celui de magneziu Mg3(PO,), Tn defavoarea magneziu - hidroxiapatitei (MgHAP).
Alaturi de magneziu, un alt element esential cu efect stimulator asupra formarii tesutului osos
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este zincul care se regaseste in os in proportic de 0,012% - 0,0225 %. Prezenta zincului
contribuie pe de altd parte si la cresterea continutului de proteind osoasa (colagen) pentru ca
intensificd activitatea fosfatazei alcaline §i inhibd procesul de resorbtie a partii amorfe din
hidroxiapatita evitandu-se astfel inflamatiile locale de la nivelul oaselor [234]. Mai mult,
de HAP ceea ce faciliteaza obtinerea de biocompozite la scara nano [236].

Siliciul prezent in hidroxiapatita sub forma ionilor de SiO4* joacd un rol esential in
procesele biologice determinand structura chimicd a osului. Substituirea ionilor de PO4> din
hidroxiapatita cu ionii de SiO4* creste activitatea celulelor ostoblaste in raport cu hidroxiapatita
purd. Aceastd crestere a activitatii osteoblastelor conduce la o remodelare mai rapida a tesutului
0so0s, reducandu-se astfel timpul de regenerare al acestuia. Prezenta siliciului in hidroxiapatita
intensifica si alte fenomene biologice cum sunt adeziunea celulara si dezvoltarea mai rapida a
matricei organice (a colagenului) din tesutul osos [225]. Cu toate cd existda mai multe procedee
de sinteza a hidroxiapatitei, Inca nu s-a reusit fabricarea unui produs care sa indeplineasca la un
nivel satisfacator toate conditiile de calitate care se impun biocompozitelor utilizate in implanturi
si reconstructii osoase: scara nano a particulelor, cristalinitate ridicata, buna biocompatibilitate
cu tesutul osos natural si viteza mare de resorbtie. Procedeele existente de fabricare nu elimina
aparitia fazelor secundare formate din a si B fosfat tricalcic Cas(POa)2 si a silicocarnotitului
(Ca10(PO4)4(Si04)2), faze ce afecteaza negativ proprietatile biologice [228, 231].

Gradul de cristalinitate pe care trebuie sa-1 atinga structura hidroxiapatitei se realizeaza
practic prin calcinarea la temperaturi cuprinse intre 600°C si 1300° C, conditii in care are loc
sinterizarea materialului, fenomen nedorit, deoarece conduce la cresterea dimensiunii
particulelor, chiar daci acestea au fost obtinute in prima etapd la scard nano. In timpul
tratamentelor termice aplicate, datorita fenomenului de sinterizare, particulele trec din domeniul
nano in cel micro. Este cunoscut faptul cd particulele la scard nano si cristalinitatea ridicata a
acestora influenteazd in mod pozitiv cresterea si dezvoltarea celulelor osoase (osteoblastelor)
prin intermediul cdrora se reface tesutul osos natural.

Cercetarile proprii efectuate au avut ca obiectiv prepararea unei bioceramici pe baza de
HAP cu o buna biocompatibilitate si bioactivitate, cu viteza mare de resorbtie si fara efecte
secundare. Asa dupa cum am aratat, diferiti autori au evidentiat in lucrarile lor efectul pozitiv pe
care il au o seric de ioni substituenti Mg®*, Zn**, COs* si SiOs* introdusi in structura
ceramicilor. Insd, in literatura de specialitate nu sunt semnalate compozitii ale ceramicilor pe
baza de HAP cu structurd complexa, in care sa fie introdusi simultan toti acesti ioni in structura
HAP.

Principalele cai de sinteza ale hidroxiapatitei sunt: metoda sol-gel, aerogel, reactia in faza
solidd, metoda hidrotermala si precipitarea [19]. Dintre acestea, metoda precipitarii pare a fi de
cea mai mare perspectiva, intrucat utilizeaza reactivi ieftini, usor accesibili: o sare solubild de
calciu (azotat sau acetat) Ca(NOs3),'H2,0 sau Ca(CH3;COO),'yH,0; un fosfat solubil de sodiu,
potasiu, de preferintd amoniu ( NH4), HPO;4 si solutie de amoniac pentru corectarea pH-lui in
limitele dorite. Metoda de preparare prin precipitare necesitd instalatii simple, flux tehnologic
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usor de controlat ceea ce permite obtinerea de materiale cu proprietdti superioare §i usor
reproductibile. Pentru realizarea sintezelor am folosit o instalatie proprie de preparare a
hidroxiapatitei prezentata in figura 3.1. Materiile prime folosite sunt prezentate in tabelul 3.1

Figura 3.1 Instalatia de preparare a hidroxiapatitei

Tabel 3.1 Materiile prime folosite in prepararea pulberilor de hidroxiapatita si a biocompozitelor:

Compusul chimic Formula chimica Producitorul
Azotat de calciu Ca(NOs3)2-4H,0
Fosfat acid diamoniacal (NH4 )2 HPO4
Amoniac NH3
Nonilfenol Ci5H240
Acid acetic glacial CH3;COOH
Azotat de magneziu Mg(NO;),-6H,0 Merck
Ortosilicat de tetraetil (TEOS ) SiCgH200 Germany
Alcool etilic absolut CH3-CH,OH
Azotat de zinc Zn(NOs3);
Azotat de argint AgNO;
Acid tetracloroauric (111) 99.5% HAuCl, - 4H,0
Colagen tip | (bovin-tendonul lui Achile)
Chitosan (masa moleculara medie) Sigma- Aldrich
Glutaraldehida (GA) 25% in H,O CH, (CH, CHO), USA
Silicat de sodiu Na,SiOs Preparat In

laborator
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3.1.1 Hidroxiapatita

Pulberea de nanohidroxiapatitd a fost preparata prin metoda precipitdrii. S-a preparat o
solutie A cu concentratia 0,15 M, obtinuta prin dizolvarea azotatului de calciu in apa deionizata.
Acesteia i s-a adaugat 0,5 ppm nonilfenol in calitate de surfactant. pH-ul solutiei A a fost de 6,3.
Solutia B cu concentratia 0,09 M s-a obtinut prin dizolvarea fosfatului diamoniacal in apa
deionizata si adaugarea a 0,5 ppm nonilfenol ca surfactant. pH-ul solutiei B a fost ajustat n
intervalul 9,5-12 prin adaugarea solutiei de amoniac 25%. Solutia A s-a adaugat rapid (2-3
secunde) peste solutia B sub agitare intensa (800 rot/min).

Temperatura celor doua solutii in timpul precipitarii a fost de 60°C. Dupa precipitare,
suspensia obtinutd a fost supusd unui tratament hidrotermal (maturare) timp de 24 de ore la
temperatura de 70°C. Precipitatul obtinut a fost filtrat, spalat cu apa deionizata si uscat in conditii
supercritice (liofilizare) temperatura de -80°C si presiunea de 5x10° torri. Pentru aceasta s-a
folosit un liofilizator de tip ALPHA 1-2 LDpys, CHRIST. Pulberea obtinuta a fost supusa
tratamentului termic intr-un interval de temperatura de 400°C - 850°C cu palier de 6 ore.

Aglomerarea particulelor s-a evitat in timpul precipitarii prin adaugarea surfactantului
(nonilfenol) si uscarea in conditii supercritice a pulberii. Marimea finald a nanoparticulelor poate
fi determinata de raportul dintre viteza celor doud procese elementare: nucleatia si cresterea
cristalelor care sunt controlate prin nivelul suprasaturatiei si adaosului de substante tensioactive
care se adsorb la suprafata particulelor.

Cresterea controlata a cristalelor si evitarea aglomerarii particulelor s-a realizat prin adaosul
de substante superficial active (nonilfenol, amidon, glucoza, lactoza si proteinele din zerul de
lapte) folosite ca surfactanti in alte sinteze care nu sunt prezentate in aceasta lucrare. In final ne-
am oprit la nonilfenol ca surfactant folosit in continuare.

Cercetarile Tntreprinse au fost orientate in directia stabilirii modului in care cele doua procese
importante sunt influentate de prezenta si natura surfactantilor adaugati [246]. Astfel am elaborat
un procedeu de preparare al nanoparticulelor de fosfati de calciu (HAP), a carui schema este
prezentata in figura 3.3.
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Figura 3.3 Schema de preparare si caracterizarea hidroxiapatitei prin procesul de precipitare.

3.1.2 Hidroxiapatita modificata cu siliciu

Hidroxiapatita poate fi multisubstituitda cu specii de ioni compatibili, ce pot fi folositi
pentru prepararea osului artificial si In reconstructia tesuturilor osoase. lonilor substituenti
prezenti intr-o cantitate mica in hidroxiapatita le pot fi atribuite anumite proprietati biologice si
fizice specifice §i joacd un rol important in biochimia osului si a dintilor. Siliciul este unul dintre
elementele esentiale prezente in procesele biologice. Importanta acestuia in formarea osului a
fost dovedita stiintific. Substituirea ionilor de fosfat cu ionii de silicat in structura hidroxiapatitei
creste activitatea celulelor osoase in raport cu hidroxiapatita fiziologica. Rezultd astfel o
remodelare rapida a tesutului osos ce a fost observata la suprafata implanturilor de hidroxiapatita
substituita cu ioni de silicat (Si-HAP). Procentul de siliciu prezent in hidroxiapatita biologica
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variaza intre limitele 0,2% si 0,8% [226]. Prezenta siliciului in HAP favorizeazd adeziunea
celulara si dezvoltarea partii organice din os, a colagenului. Procentul molar al ionilor de silicat
in raport cu ionii de fosfst din hidroxiapatita este de preferat a fi cuprins intre 0,1% pana la 2,5%.
Literatura de specialitate indica faptul ca o proprietate determinantd a biocompozitelor este,
alaturi de cristalinitate, porozitatea si suprafata specifica [225]. Hidroxiapatite cu porozitate si
suprafata specifica controlate se pot obtine daca in structura acestora se introduc ioni de SiO4*
sub diferite forme de exemplu sub formda de TEOS sau Na,SiOsz. Acesti ioni prin procesul de
policondensare creaza grupari siloxan —Si-O-Si- si silanol Si-OH (figura 3.4) care depind de
raportul HAP : SiO,, temperatura, conditii hidrodinamice si viteza de adaugare a componentilor
reactanti.

OH Lo B

| !
HO—S8i—0H —0-Si-0-—
1 !
OH, OH o OH O

L esm | | ! :
# HO~Si—OH “23 HO~Si~0—Si—0~Si— O Si— 0w
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|
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Figura 3.4 Structuri macromoleculare si tridimensionale ale SiO, hidratat.

Tn acest scop, in sintezele ce urmeaza a fi prezentate, parametrul modificat in structura HAP
a fost concentratia finala a SiO, in structura hidroxiapatitei. Pe langa faptul ca prin
policondensare, SiO; Creaza o structura poroasa, adsorbtia sa la suprafata particulelor de fosfati
de calciu impiedica cresterea cristalitelor, avand astfel si rol de inhibitor al cresterii acestora
[225, 226]. Din acest punct de vedere, siliciul se comporta ca 0 impuritate adsorbita pe suprafata,
adsorbtia lui blocand cresterea cristalitelor. Un alt parametru care joaca un rol esential in
procesul de cristalizare este temperatura. Procesul de cristalizare este un proces deosebit de
complex fiind rezultatul raportului in care se gasesc cele doua procese elementare: nucleatia
(formarea germenilor) si procesul de crestere a germenilor. Ambele procese elementare sunt
puternic influentate de temperatura.

Pentru controlul marimii finale a particulelor, in toate sintezele, procesul de precipitare a
fost condus la temperatura de 60°C. La aceasta temperatura creste in mod semnificativ si viteza
de transformare a B-witchlonit-ului (compusul care se formeaza in prima faza a precipitarii) in
structura hidroxiapatitei. Blocarea fenomenului de aglomerare si de crestere a particulelor de
hidroxiapatita s-a realizat si prin adaugare de surfactant, nonilfenol, care odatd adsorbit la
suprafata particulelor impiedica cresterea lor.

Pulberea de nanohidroxiapatita substituita cu 1%, 5% si 10% siliciu (SiO2) a fost preparata
prin metoda precipitarii in mod asemandtor ca si sinteza hidroxiapatitei pure cu diferenta ca
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aportul de SiO; s-a facut prin adaugarea silicatului de sodiu solutie 5% (in raportul NayO : SiO;
= 1:3,2) in solutia de fosfat diamoniacal. In figura 3.5 este prezentati functionalizarea
nanoparticulei de HAP cu SiO..

Prezenta

Functionalizare

HAP

silicat de sodiu

Figura 3.5 Functionalizarea nanoparticulei de HAP cu SiOs,.

3.1.3 Hidroxiapatita modificata cu magneziu

ionilor substituenti in structura hidroxiapatitei este esentialda pentru ca

biocompozitele in compozitia carora acestia intra si conduca la o biostructurd si biochimie

asemanatoare cu cea osului natural. Totodata, prin intermediul lor se asigura o viteza mai mare
de regenerare a tesutului osos. Cei mai importanti joni substituenti sunt cei de Mg, Zn**, COs*
si SiO4* [247]. Tn acest scop, am preparat diferite sorturi de hidroxiapatitd cu structurd
complexa, substituitd cu magneziu, siliciu si zinc ce sunt redate in tabelul 3.3. Prepararea acestui
sort de hidroxiapatitd cu structura complexa s-a realizat in mod similar ca si sinteza
hidroxiapatitei pure, cu deosebirea ca ionii de Mg?* se introduc in solutia cu ionii de Ca*".

Tabel 3.3 Compozitia chimica a probelor de hidroxiapatitd complexa.

Nr. Compozitia hidroxiapatitei complexe Temperatura de calcinare
crt. (%) °C

1 | HAP_0,2%Mg 450, 650, 850

2 | HAP_1%SiO, 450, 650, 850

3 | HAP_0,4%SiO,_0,2%Mg 450, 650, 850

4 | HAP_0,2%SiO,_1,5%Mg 450, 650, 850

5 | HAP_1%SiO,_1,5%Mg 450, 650, 850

6 | HAP_0,2%SiO,_0,6%Mg_0,2%Zn 450, 650, 850

7 | HAP_0,2%Mg_0,6%Si_0,2%Zn + 0,14% Ag 450, 650, 850

8 | HAP_0,2%Mg_0,6%Si_0,2%2Zn+0,3% Au 450, 650, 850
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3.1.4 Hidroxiapatita modificata cu magneziu si siliciu

Prepararea acestor probe cu structurda complexa s-a realizat in mod similar ca si sinteza
hidroxiapatitei pure, cu deosebirea ci ionii de Mg se introduc in solutia cu ionii de Ca®* iar
ionii de SiO,* se introduc sub forma de TEOS 1in solutia cu ionii de fosfat dupa ce pH-ul acesteia
s-a ajustat in intervalul 11,5-12 cu solutie de amoniac 25%, cu cateva minute inainte ca cele doua
solutii sa fie amestecate. Pentru evitarea reactiei de precipitare a SiO, cand acesta se introduce
sub forma de TEOS, se face diluarea in prealabil a TEOS-ului in solutie de 5% alcool etilic, apoi
se dilueaza solutia la 0,5 % cu apa ultrapurd. Concentratia substituentilor in structura HAP a fost
de 0,2%Si0,, 0,6%Mg si 0,2%Zn.

3.1.5 Hidroxiapatita modificata cu magneziu, siliciu si zinc

Prepararea acestor probe cu structurda complexa s-a realizat in mod similar ca si sinteza
hidroxiapatitei pure, cu deosebirea ci ionii de Mg?* impreuna cu ionii de Zn?* se introduc in
solutia cu ionii de Ca?* iar ionii de SiO,* se introduc sub forma de TEOS in solutia cu ionii de
fosfat dupa ce pH-ul acesteia s-a ajustat in intervalul 11,5-12 cu solutie de amoniac 25%, cu
cateva minute Inainte ca cele doua solutii sa fie amestecate. Pentru evitarea reactiei de precipitare
a Si0; cand acesta se introduce sub forma de TEOS, se face diluarea in prealabil a TEOS-ului Tn
solutie de 5% alcool etilic, apoi se dilueaza solutia la 0,5 % cu apa ultrapurd. Concentratia
substituentilor in structura HAP a fost de 0,2%SiO5, 0,6%Mg si 0,2%Zn.

3.1.6 Hidroxiapatita complexa, dopata cu argint
Argintul — rol si efecte biologice

Unul dintre cele mai remarcabile aspecte referitoare la argintul coloidal este faptul ca are
un spectru extrem de larg de aplicatii si intrebuintari biomedicale. Tn timp ce un antibiotic
farmaceutic conventional este eficient Tmpotriva a sase sau sapte tipuri de germeni si total
ineficient contra virusurilor, generand cel mai adesea efecte secundare nedorite, argintul este
letal pentru mai mult de 650 de tipuri de bacterii, virusuri si fungi, fara insa a fi toxic pentru
organismul uman. Spre deosebire de medicamentele de sinteza ce reactioneazd chimic cu
anumite enzime, actiunea biologica a argintului este de tip catalitic, dezactivand mecanismele
enzimatice de oxigenare celulard ale microorganismelor. Prezenta sa ,,sufoca” virusii, bacteriile
si fungii fara a face niciun rau organismelor multicelulare, care au un sistem enzimatic cu totul
diferit.Testele de laborator au aratat ca argintul coloidal (5-10ppm) omoard majoritatea
bacteriilor, fungilor si virusurilor in 2-6 minute de la contact. Particulele care genereaza coloizi
se situeaza in gama de marime 0.001 pm pand la 100 pm.
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Actiunea ionilor de argint nu se limiteaza numai la bacterii, medicamentele care contin
argint pot distruge sute de virusi, fungi si protozoare. In ultimul timp nanotehnologiile au relevat
capacitatea ionilor de argint de a lupta cu cancerul. Astfel, s-a
demonstrat ca solutiile de argint coloidal sunt capabile sd inhibe  membrana celutars
aderenta si mobilitatea celulelor tumorale [204-210]. S-a constatat =
cad aceste particule cu dimensiuni cuprinse intre 2 si 10 nm au k -
capacitatea de a adsorbi si distruge bacteriile care afecteaza in situ
tesuturile umane §i imbundtatesc mecanismele imune si pe cele de membrana celulard
reparatie tisulara [211-216]. Experimentele stiintifice au aratat ca .
argintul coloidal este eficient si activ in tratarea multor afectiuni
importante: infectii microbiene, fungice, parazitare si virale ale
pielii, organelor senzoriale, ale tracturilor digestiv, respirator si
urinar, boli autoimune si chiar cancer.

Procesul de reconstructie a tesuturilor sau de vindecare a
plagilor se accelereazi in prezenta argintului. in plus, prezenta

g1 Gt

argintului coloidal a permis vindecari ale unor rani grave fara sa
lase cicatrice sau cu cicatrice mult mai mici decat in mod
obisnuit. Cicatricele se dezvoltd atunci cand celulele
nediferentiate nu existd in numdr suficient de mare. Pe baza
acestor dovezi se presupune cd argintul coloidal ar reduce sau st e
elimina cicatricele interne si ar accelera vindecarea dupa
operatiile chirurgicale. Rezultate deosebite s-au obtinut in
refacerea rapida dupa fracturi, rupturi musculare sau ligamentare,
entorse, luxatii, arsuri, ulceratii cutanate etc.
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Figura 3.6 Mecanismul de
actiune al argintului

Biofunctionalitatea si actiunea catalitica a argintului se atribuie faptului ca se poate adsorbi pe
suprafata unor proteine implicate in procvesele biologice, marindu-le astfel reactivitatea (figura
3.6)

3.1.6.2 Prepararea hidroxiapatitei complexe dopata cu argint

Prepararea acestui material s-a realizat in mod similar cu sinteza hidroxiapatitei cu structura
complexa (magneziu, siliciu, zinc). Suspensia de HAP complex obtinuta se filtreaza, se spala si
precipitatul se redisperseaza intr-o solutie apoasa pentru a obtine o suspensie foarte diluatd de
HAP complex. In suspensie se adaugd solutie de azotat de argint de concentratie 0.001 M.
Suspensiei finale obtinute i se adaugd borohidrurd de sodiu pentru reducerea argintului din
sistem. Maturarea suspensiei finale (HAP+Ag) se face pe baie de apa la temperatura de 70°C
timp de 24h. Dupd maturare, suspensia se filtreaza, se spald si se liofilizeaza. Pulberea obtinuta
se calcineaza la temperatura de 650°C cu palier de 6 ore dupa care se mojareaza la moara cu bile
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de aluminiu timp de 4 ore pentru a obtine o pulbere omogena cu dimensiuni aflate iIn domeniul
nanometric. S-a  obtinut o pulbere de culoare alba cu compozitia chimica
HAP_0,2%Mg_0,6%Si_0,2%Zn + 0,14% Ag.

3.1.7 Hidroxiapatita complexa, dopata cu aur
3.1.7.2 Prepararea hidroxiapatitei complexe dopata cu aur

Prepararea acestui material s-a realizat Tn mod similar cu sinteza hidroxiapatitei cu structura
complexa (magneziu, siliciu, zinc). Suspensia de hidroxiapatita obtinuta se filtreaza, se spala si
precipitatul se redisperseaza intr-o solutie apoasa astfel incat obtinem o suspensie foarte diluata
de HAP complex. Acestei suspensii i se adauga solutic de 1% acid tetracloroauric trihidrat
diluata in prealabil in solutie apoasi astfel incit concentratia si fie in final de 10° M. Se
introduce in suspensia obtinutd borohidrurd de sodiu pentru reducerea aurului din sistem.
Maturarea suspensiei finale (HAP+Au) se face pe baie de apa la temperatura de 70°C timp de
24h. Dupa maturare, suspensia se filtreazd, se spald si se liofilizeazd. Pulberea obtinuta se
calcineaza la temperatura de 650°C cu palier de 6 ore dupa care se mojareaza la moara cu bile de
aluminiu timp de 4 ore pentru a obtine o pulbere omogena si cu dimensiuni aflate In domeniul
nanometric. S-a  obtinut o  pulbere de culoare roz cu  compozitia
(HAP_0,2%Mg_0,6%Si_0,2%2Zn+0,3% Au).

Schema de preparare a hidroxiapatitei cu nanoparticule de aur este prezentata in figura 3.7.
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Figura 3.7 Schema de preparare a hidroxiapatitei dopata cu nanoparticule de aur.
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3.2 CARACTERIZARE SI PROPRIETATI FIZICO-CHIMICE
ALE PULBERILOR ANORGANICE BIOACTIVE

In vederea corelarii activitatii biologice in culturile de celule osteoblaste cu structura fizico-
chimica a fazelor minerale, am facut o caracterizare ce a presupus masurdtori de porozitate
(BET), difractometrie de raze X, FTIR, XPS, SEM, TEM, AFM si TG, DTA, DSC.

3.2.1 Spectroscopie XPS

Aceastd metoadd, cunoscutd si sub denumirea de spectroscopie electronica pentru analiza
chimica (ESCA), este utilizata pentru analiza compozitiei chimice a suprafetelor. Aceasta este o
metoda de analiza ce permite identificarea tuturor elementelor chimice, in afard de H si He (care
nu au nivele electronice interioare). S-au realizat spectre survey (ex. figura 3.9) pentru probele
HAP_MgSiZn; HAP_MgSiZn+Ag; HAP_MgSiZn+Au; HAP_MgSiZn+CHI/SiO,+COL/SIO;.
Pe baza spectrelor survey s-a intocmit un tabel (tabelul 3.4) ce contine concentratia relativa a
principalelor elemente din probele studiate.

O1ls

ca2p

N1s
Cls
P2p

NSRS @
X/J\/‘M}\/,/ﬂ ©
W (b)

1200 900 600 300 0
Binding Energy (eV)

Intensity (a.u.)

Figura 3.9 Spectre XPS survey ale probelor: (a) HAP_MgSiZn; (b) HAP_MgSiZn+Ag; (c)
HAP_MgSiZn+Au; (d) HAP_MgSiZn+CHI/SiO,+COL/SiOs.
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Tabel 3.4 Concentratia relativa a principalelor elemente determinate din spectrele survey.

Compozitia elementala (at %)

Proba de hidroxiapatita

Ca| O | C | P |[Mg|Zn| N |[Na| Si |Ag|Au
232|537 1121206 (02| - | - | - | - | -

HAP_0.67%Mg_0.28%Si_

0.2%2Zn

HAP_0.67%Mg_0.28%Si_ T _
0.29%Zn+0. 14%Ag 231 (552 | 1.2 |20.1]02 |0.1 0.1
HAP_0.67%Mg_0.28%Si_ T
0.2%711+0.3% AL 236 (543 | 1.1 |20.1|0.4 |0.2 03

HAP_0.67%Mg_0.28%Si_

0.206Zn+CHI/Si0,+COL/SIO, 1594141241133 05(01|15(17|15| - -

Spectrele survey prezintd fotopicuri corespunzitoare elementelor ce intrd in compozitia
sistemelor. Astfel fotopicuri corespunzatoare Ca 2p, O 1s, P 2p, C 1s, Zn 2p au fost identificate
pentru toate probele investigate, exceptie facand fotopicurile N 1s si Na 1s din proba (d)
HAP_MgSiZn+CHI/SiO,+COL/SIO; datorate prezentei colagenului si chitosanului din structura
probei. Fotopicul Na 1s este datorat functionalizarii colagenului si chitosanului cu silicat de
sodiu. Conform tabelului se mai poate observa ca pentru proba functionalizatd cu COL detectia
elementelor de baza din probe a fost mai putin evidenta datorita stratului de proteina format la
suprafata particulelor. Totodata se poate observa faptul ca fotopicul C 1s este in cantitate mult
mai ridicatd in proba cu COL si CHI tocmai datorita prezentei acestora in sistem. Fotopicul N 1s
inregistrat n apropiere de 400 eV este tipic pentru azotul din matricile organice.
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Figura 3.10 Spectre de nalta rezolutie pentru fotopicurile: (a) Ca 2p; (b) P 2p; (c) O 1s; (d) C 1s;
(e) Zn 2p; (f) Mg 2p.

Din spectrele XPS de inalta rezolutie (Fig. 3.10) se poate observa o deplasare usoara a
semnalului dat de fotoelectronii O 1s, de la energia de legatura 531,6 eV (proba HAP_MgSiZn)
la 531,1 eV (proba HAP_MgSizZn +0.14% Ag), respectiv 531,2 eV (probele HAP_MgSiZn +
0,3% Au si HAP_MgSiZn+CHI/SiO,+COL/SiO,) (figura 3.10 c). Scaderea energiei de legatura
indica o densitate de electroni mult mai mare pe atomii de oxigen decéat pe cationii de care se
leagd in unitati structurale. Spectrele de inalta rezolutie (figura 3.10 a, b si ¢) pentru fotopicurile
Ca 2p, P 2p si O 1s prezintd o deplasare usoard a semnalului in proba cu continut de aur
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(HAP_MgSiZn + 0.3% Au). Aceasta deplasare este datorata densitatii mari de electroni la
suprafata nanoparticulelor de aur care prin efectul inductiv determind interactiuni cu Ca®, P> si
O% din structura hidroxiapatitei.

3.2.2 Spectroscopie FTIR

Am folosit spectroscopia FTIR pentru a determina picurile caracteristice pentru hidroxiapatita
si interactiunile ce au loc intre compusii existenti in structura acesteia [233]. In figura 3.11 a-h
sunt prezentate spectrele FTIR ale probelor de HAP inainte si dupa tratament termic la 650C°,
HAP cu 1%, 5%,10% SiO,, HAP MgSiZn, HAP MgSiZn+Au si HAP MgSiZntAg dupa
tratament termic la 650°C.
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Figura 3.11 a-h. Spectre FTIR ale HAP inainte si dupa tratament termic la 650C°, HAP cu 1%,
5%, 10% SiO,, HAP_MgSiZn, HAP MgSiZn+Au si HAP MgSiZn+Ag dupa tratament termic
la 650C° pentru domeniile spectrale 4000-2500 cm™ si 1800-400 cm™.

Figura 3.11 a, ¢ si g prezinta benzile specifice pentru puntile de hidrogen din gruparea
OH..O la 3426 cm™ — 3438 cm™ in toate probele de HAP studiate. Tn zona 3566 cm™ apar
grupdrile OH libere de pe suprafata particulelor pentru toate probele de HAP. Figura 3.11 b
indica existenta gruparii NO3™ la 1380 cm™ in probele de HAP netratat termic in care, prezenta
impuritdtilor este mai accentuatd decat in proba de HAP tratat la 650°C. Astfel rezultd ca
aplicarea tratamentului termic duce la sciderea impuritatilor din proba. La 1463 cm™ apar benzi
specifice pentru COs* atribuite faptului ca fosfatii in general absorb CO, din aerul atmosferic.
Benzile de la 1090 cm™, 1030 cm™ §i 960 cm™ corespund vibratiilor PO,>. Spectrul FT-IR
pentru figura 3.11 d prezintd doud benzi caracteristice: una la 980 cm™ atribuita vibratiei Si-OH
din gruparile de silanol si banda de la 1100 cm™ care corespunde vibratiei —Si-O-Si- din legitura
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siloxan. Prezenta lor se datoreaza introducerii in sistem a ionilor silicat, care intra in structura
hidroxiapatitei si formeaza legaturi silanolice si siloxanice.

3.2.3 Difractometrie de raze X
Prin difractometria de raze X se poate determina gradul de cristalinitate al pulberilor si
marimea cristalitelor din structura particulelor [233]. In figura 3.12 a-c sunt prezentate
difractogramele probelor de HAP, HAP_MgSiZn, HAP + 5% SiO,, HAP + 10% SiO,,
HAP MgSiZnt+Ag si HAP MgSiZn+Au. Toate probele au fost calcinate la temperatura de
650°C cu palier de 6 ore.

1600 T 2000:w--:-ww---wnwwnw-w-uww-:---w:ww:-w-w:w-w‘
- A 1 1800 F E
1400 | il . F
E 1 1 1600 | i E
— 1200 F H . w F ,
B B { ] 2 1a00 Pl 3
= - i - - .
3 - E 3 F ! b
s 1000 |- I ] g 1200 w ¥ HAP-MgSiZn+Au 7]
g - ; i | —— ] = p
= soow ; :.: HAP-MgSiZn ] %1000; WV !
2 r WA LA A4 iy 1 5 E o 2
& N ‘ / VAN Wi/ - - 2 800 ] ‘ E
£ 600 1 . = B i ; HAP-MgSiZn+Ag i
- 1 600 F A
400 F \ 3 E
E i 1 400
: HAP § L -MgSi
0 B N L L L L L " 1 N 0 L L L L L s L - 1
15 22 29 36 43 50 57 64 71 78 85 15 22 29 3 43 50 57 64 71 78 85
20 (%) 26 (%)
a b
180 o
180
170 4
160 _L‘ HAP
150 [l
140 ! I :
— 1304 LA i
: 1 i Lt A \J el oy
]
> 7
% 1004 HAP + 1% Si
g 90
£ oo
80 J
50
40 4 HAP + 5 % Si
30
20 3
3 JIUM
04
T T T T T T T T T T T T T
30 40 50 B0 70 80 50

2theta angle [degrees]
C

Figura 3.12 Difractograma probelor HAP si HAP__MgSiZn (a); Difractograma probei
HAP_MgSiZn+Ag (b); Difractograma probelor HAP, HAP + 5% SiO;si HAP + 10% SiO; (c).
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Din difractograma figurii 3.12 (a) si (c) se poate observa cd nu exista diferente de structura
intre proba de HAP pur si proba de HAP _MgSiZn deci, introducerea de ioni substituenti in
sistemul hidroxiapatitei nu produce schimbari in structura acesteia. in mod similar putem spune
si despre probele din difractograma figurii 3.12 (b) ca ionii de SiO4" introdusi in sistemul HAP
in diferite proportii nu influenteaza §i nu schimba structura acesteia. Picurile corespunzatoare
ionilor de Mg?*, SiO,* si Zn** datoritd concentratiei scazute in care acestia au fost introdusi in
structura hidroxiapatitei nu sunt evidentiate in aceste difractograme.

3.2.5 Analiza BET

Pentru a evidentia modul 1in care porozitatea §i suprafata specificd influenteaza
comportamentul in culturile de celule osteoblaste, am efectuat o analiza B.E.T a probelor, dupa
ce au fost calcinate in prealabil la temperaturi diferite. Rezultatele pentru probele preparate in
diferite conditii de lucru sunt prezentate n tabelul 3.6.

Tabel 3.6 Analiza B.E.T a probelor de HAP cu diferite compozitii §i concentratii calcinate la
diferite intervale de temperatura:

Suprafata . Tempera-
Nr. specifics Porozitatea tura de
crt Proba de hidroxiapatita b 2 -1 (cm*/g) calcinare
(m’g™) o

1 | HAP standard Aldrich 67.81 0.14 -

2 | HAP 61.22 0.15 -

3 | HAP 44.83 0.05 400
4 | HAP 25.11 0.05 650

5 | HAP 19.23 0.05 950

6 | HAP + 1%Si0O, 69.22 0.15 400

7 | HAP + 1%Si0, 59.12 0.12 650

8 | HAP + 1%Si0O, 38.12 0.10 950

9 | HAP + 5%Si0O, 96.14 0.21 400
10 | HAP + 5%Si0, 76.12 0.21 650
11 | HAP + 5%Si0, 50.25 0.06 950
12 | HAP + 10%Si0, 112.78 0.20 400
13 | HAP + 10% SiO, 92.13 0.13 650
14 | HAP + 10% SiO, 77.56 0.08 950
15 | HAP_0,28%Si0O, 0,67%Mg_0,2%Zn 104.51 0.19 400
16 | HAP_0,28%Si0,_0,67%Mg_0,2%Zn 54.18 0.07 650

HAP_0,28%Si0,_0,67%Mg_0,2%Zn+
17 0.14%Ag 110.78 0.35 650
18 HAP_0,28%Si0,_0,67%Mg_0,2%Zn + 131.64 0.46 650
0.3%Au
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Analiza datelor din tabelul 3.6 arata ca atat ionii substituenti cat si temperatura de calcinare
influenteaza puternic suprafata specificd si porozitatea probelor. Diferentele cele mai mari
comparativ cu HAP pur se constatd a fi la probele care contin in structura SiO,  Cu cat continutul
de SiO, este mai ridicat cu atat porozitatea si suprafata specifica sunt mai mari. Temperatura de
calcinare influenteaza puternic suprafata specifica, in sensul cd aceasta scade odatd cu cresterea
temperaturii. Influenta temperaturii se manifesta cel mai puternic la probele cu continut ridicat de
SiO,. Comparand HAP pur cu probele partial substituite cu ioni, se constata diferente ale
suprafetei specifice care depasesc 100%. Datele tabelului releva faptul cd porozitatea si raza
medie a porilor sunt si ele puternic influentate de continutul de SiO, si mai ales de temperatura
de calcinare. Odatd cu cresterea temperaturii de calcinare, creste raza porilor intrucat la
temperaturi ridicate are loc spargerea microporilor din structura.

3.2.6 Analiza termica, TG, DTG, DTA, DSC

Unele rezultate obtinute sunt prezentate in figura 3.17. Din analizele TG-DTA rezulta ca,
odata cu cresterea temperaturii cresc pierderile de masa datorita pierderii apei si descompunerii
carbonatilor de calciu si magneziu, cu formarea oxizilor corespunzatori care confera caracter
bazic suspensiilor apoase ale bioceramicilor de hidroxiapatita. Analiza diagramelor din figura
3.17 a-b indica complexitatea si numarul mare de compusi si faze care se formeaza. Astfel in
intervalul de temperatura 20°C-300 °C se Inregistreazd pentru HAP pur o pierdere totald de 7,17
% din care 3,83 % corespund apei legate fizic, in timp ce diferenta de 3,34 % reprezinta apa din
fosfatii de calciu hidratati. In intervalul de temperaturi 300°C-600°C pierderile de masa sunt
doar de 0,43 % si sunt atribuite descompunerii unor hidrati mai stabili termic ai fosfatului de
calciu. Pierderi semnificative de 3 % se inregistreaza in intervalul de temperatura 600°C-820°C
cu doud maxime pe curba DTG corespunzatoare descompunerii carbonatului de magneziu
respectiv de calciu la 800°C. Curba DTA in intervalul de temperatura 600°C-800°C prezinta
doua maxime ce corespund unor procese exoterme. In intervalul de temperaturd 810°C-1200°C
pierderile de masa fiind doar de 0,32 % corespund ruperii unor grupari OH de la suprafata cu
eliminar de apa. Curba DTA si DSC mai arata si un proces puternic endoterm care se desfasoara
cu viteza maxima la 1050°C cand are loc un proces de transformare, descompunerea fosfatului
tetracalcic Cay (PO,),0:

Cay (PO4)20 —  Caz (PO4)2 + CaO
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Figura 3.17 Termograma probei HAP 650 (a); Termograma probei HAP_MgSiZn 650 (b)
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3.2.7 Imagistica TEM

Prin imagistica TEM se pot determina atat morfologia particulelor de HAP cat si mdrimea
acestora. Astfel in figura 3.19 sunt prezentate imagini TEM ale unor pulberi de HAP pur,
calcinat la 650°C. Tn fig. 3.22 sunt prezentate imagini TEM ale nanoparticulelor de argint.

-

Figura 3.19 Imagini TEM ale particulelor de HAP pur calcinat la 650°C; barele din figuri
corespund la 500 nm (a) respectiv 200 nm (b).

. e,
-1

Figura 3.22 Imagini TEM ale nanoparticulelor de argint preparate. Barele din imagini corespund
la 100 nm.

& 00

Tt o

Din imaginile TEM ale probei de HAP pur (figura 3.19) se observa particule aciculare mici
de 7-15 nm cu diametre de cca 10 nm si lungimi de pana la 100 nm Figura 3.22 prezinta imagini
TEM ale nanoparticulelor de argint cu dimensiuni de sub 100 nm.
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3.2.9 Imagistica AFM

Pentru exemplificare, imaginile AFM din figura 3.25 -caracterizeaza suprafata
hidroxiapatitei nesubstituite, calcinate la 650°C.

Lateral distance, nm

€

Figura 3.25 Imagini AFM ale pulberii de HAP calcinate la 650°C. Aria scanata 100 nm x 100 nm
a) imagine topografica 2D; b) imagine de faza; c) imagine de amplitudine ;d) imagine
topografica 3D; e) sectiune transversald de-a lungul sagetii in panoul a.

Tabel 3.9 Diametre medii ale particulelor, determinate din sectiuni transversale ale imaginilor
AFM

Nr. ) ) . Diametrul mediu al particulelor
Proba de hidroxiapatita . . .
crt. determinat din cross section (nm)
1 | HAP pur 24
2 | HAP + 10% SiO, 40
3 | HAP_MgSiZn 80
4 | HAP_MgSiZn + Ag 35

Din analiza datelor din tabelul 3.9 se observa ca dimensiunile cele mai mici ale particulelor sunt
in cazul HAP nesubstituit (24 nm). Acest lucru este posibil datorita faptului ca procesul de
crestere al particulelor a fost blocat de surfactantul nonilfenol introdus in sintezd care,
adsorbindu-se pe suprafata, opreste cresterea n continuare a particulelor.

30



PREPARAREA COMPOZITELOR NANOSTRUCTURATE

Cele mai recente progrese in domeniul cercetdrii stiintifice biomedicale se referd la
materialele compozite (biocompozite) procesate la scard nanometrici. In cadrul studiilor
intreprinse in cadrul acestei lucrdri, s-a urmarit asamblarea colagenului si a chitosanului cu
hidroxiapatita in vederea obtinerii unor biocompozite cu o structurd si compozitic cat mai
apropiate de cea a osului natural. In acest context am preparat o hidroxiapatita partial substituita
cu ioni de Mg?*, Zn**si SiO4* asa cum am aratat in capitolul 3 si am asamblat aceste particule pe
fibre de colagen si chitosan pentru a obtine biocompozite cu structurd si compozitie comparabile
cu cele ale osului natural [257]. Tn tabelul 4.1 sunt prezentate sorturile de biocompozite preparate
cu hidroxiapatita, chitosan si colagen.

Tabelul 4.1 Biocompozitele preparate cu hidroxiapatita, chitosan si colagen.

Componente, adaosuri, preparare
Cod
5 | M650=HAP
proba . - .
0,28%Si0,_0,67 Mediul de
Yy COLAGEN | CHITOSAN | GLUTARALDEHIDA
%Mg_0,2%2Zn
° 9(—0 ) 0 (%) (%) (GA) preparare

Bl 73 27 - - Acid
B6 73 27 - - Bazic
B2 93 - 7 - Acid
B3 68.5 26 55 - Acid
B4 75 24.5 - 0.5 Acid
B5 75 24.5 - 0.5 Bazic

4.4.1 Spectroscopie FTIR

Spectrele FTIR ale materialelor COL, CHI, HAP_MgSiZn, HAP_MgSiZn +CHI /SiOg,
HAP_MgSiZn +COL /SiO, si HAP_MgSiZn +CHI /SiO,+ COL /SiO, sunt prezentate in figura
4.4 a-f. Pe baza acestor spectre se pot face aprecieri asupra interactiunilor ce au loc intre fazele
sistemului.
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Figura 4.4 Spectre FTIR ale probelor CHI, HAP_MgSiZn, HAP_MgSiZn +CHI /SiO; (a) si
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e
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f

1
400

(b):COL, HAP_MgSizZn, HAP_MgSiZn +COL /SiO; (c) si (d); HAP_MgSiZn , HAP_MgSiZn

+CHI /SiOx+ COL /SiO; (e) si (f).
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Tn cazul colagenului (format din cca 33% glicina si 22% prolind sau hidroxiprolini) pe baza
datelor din literaturd [264], avem urmatoarele atribuiri: la 3433 cm™ gruparea H-O-H (alungire)
iar in zona alifatica 2925 si 2858 cm™ gruparea C-H — (vibratie de alungire). in zona 1656 cm™
vibratia de alungire C=0 din amida | iar la 1542 cm™ combinatia vibratiilor de deformare N-H si
alungire C-N din amida 1. La 1452 cm™ avem vibratia de deformare a gruparilor CHs iar la 1243
cm vibratia de alungire C-N si de deformare N-H din amida I1.

Chitosanul pe baza datelor din literaturd [265] prezinti la frecvente inalte 3421 cm™
vibratia H-O-H cuplatd cu N-H iar la 2925 si 2858 cm™ vibratia de alungire C-H. Banda pentru
amida I (C=0) este localizata la 1637 cm™, iar amida Il (N-H) este localizati la 1564 cm™. La
1383 cm™ identificim vibratia de deformare a gruparii CHs,

Pe baza datelor din literatura [262] se pot observa frecventele de vibratie specifice pentru
hidroxiapatita, localizate in domeniul de frecvente inalte atribuite gruparilor H-O-H la 3426 cm™
din apa legata prin punti de hidrogen. La 3566 cm™ se observa prezenta gruparilor OH libere de
pe suprafata particulelor. In zonele de vibratie de la 2800-2925 cm™ identificim benzi minime de
absorbtie atribuite gruparilor CH; provenite din partea organicd introdusa in sinteze sub forma de
surfactant (nonilfenol). La 638 cm™ apar benzile specifice pentru gruparea CO3> provenite din
bicarbonatul de amoniu introdus in sinteze. Frecventele de vibratie PO,* sunt localizate in
domeniul de frecvente joase la 1090 cm™, 1030 cm™ i 590 cm™.

4.5.2 Caracterizarea prin imagistici SEM

In imaginile de mai jos se poate observa natura fibroasd a colagenului mineralizat cu
nanoparticule de hidroxiapatita.

I Bum 1Electron Imags 1 I Tpm 1 i

a b
Figura 4.11 Imagini SEM ale probei HAP_MgSiZn+COL/SiO, B1; (a) Fibre de colagen
mineralizate; (b) Fibra colagen, distributie Ca*" .
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a b
Figura 4.12 Imagini SEM ale probei HAP_MgSiZn+COL/SiO, (mediu bazic) B6; (a) Fibra de
colagen mineralizata; (b) Fibra colagen, distributie calciu si fosfor.

I a0pm 1 Electron Image 1 I G iz

a b

Figura 4.13 Imagini SEM ale probei HAP_MgSiZn+COL/SiO, (mediu acid+GA)B4; (a)
Fibra de colagen mineralizata;(b) Fibra colagen, distributie Ca?".

Din figurile imaginilor SEM se poate observa morfologia si structura biocompozitelor
preparate Tn diferite conditii precum si fibrele de colagen mineralizate cu HAP atat in mediu acid
cat si in mediu bazic.

4.5.3 Caracterizarea prin imagistica AFM

O selectie a imaginior AFM ale particulelor de biocompozite este prezentata in figurile 4.17,
4.18 si 4.19. Imaginile AFM arata diferite structuri morfologice ale auto-asamblarii fibrei de
colagen cu nanoparticulele de hidroxiapatita. Acestea sugereaza ca nanoparticulele de HAP
conduc la formarea autoasamblarilor de COL cu un grad mare de stabilitate. Interactiunile ce au
loc intre COL si nanoHAP pot fi explicate prin intermediul lagdturilor de hidrogen, insa nu
excludem nici mecanismul de simpld inglobare al nanoparticulelor de HAP in matricea de
colagen.
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Figura 4.17 Imagini AFM ale fibrei de colagen mineralizata. Aria scanata 2 um X 2 um; a)
imagine topografica 2D; b) imagine de faza; ¢) imagine de amplitudine d) imagine topografica
3D; e) sectiune longitudinald de-a lungul sagetii in panoul a.

4.8 PREPARAREA SCAFOLDURILOR DIN
MATERIALE COMPOZITE

Pentru prepararea scafoldurilor din materiale compozite am folosit tehnica depunerii in
multistrat ( layer by layer) a hidroxiapatitei cu colagenul si chitosanul pe suport de sticla ITO. In
aceasta lucrare este prezentatd metoda optima de obtinere a scafoldurilor. Pana am ajuns insa la
aceasta formuld, s-au facut o serie de Incercari pentru a obtine scafoldul optim cu caracteristicile:
stabilitate chimica, morfologie, compozitie chimicd si design. Astfel am folosit suspensii apoase
de 1% HAP cu diferite compozitii si structuri, solutie 0.3% COL si solutie 2% CHI. Pe sticla
opticd tratatd cu HCI 5% timp de 1 ord, activatd cu ioni de siliciu, s-au depus prin adsorbtii
verticale (imersii) straturi succesive de silicat de sodiu 5% - HAP - silicat de sodiu - CHI -
silicat de sodiu - COL.

S-au efectuat cate 5 spalari succesive dupa fiecare strat depus iar uscarea a fost facutd la
temperatura camerei timp de 30 de minute/strat. Silicatul de sodiu de concentratiec 5% a fost
depus cu rol de liant intre straturile de HAP, CHI si cel de COL pentru a realiza o stabilitate
chimica puternica intre straturi. Totodata ionii de SIO, ofera si porozitate ridicata si controlata
scafoldurilor. Schema de preparare a scafoldului este prezentata in figura 4.40.
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Figura 4.40 Schema de preparare a scafoldului.

4.9 CARACTERIZAREA SCAFOLDURILOR

4.9.1. Imagistica AFM

Scafoldurile preparate prin tehnica layer by layer descrisd anterior au fost investigate pe
suprafatd prin imagistica AFM. In imaginile AFM din tezi sunt prezentate mai multe tipuri de
scafolduri preparate cu diferite structuri si morfologii, de exemplu cel format din HAP pur +
SiO, + CHI + SiO; + COL. (Fig. 4.41), sau cel pa baza de HAP cu siliciu (Fig. 4.42).
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Figura 4.41 Imagini AFM ale suprafetei scafoldului HAP pur + SiO; + CHI + SiO; + COL. Aria
scanatd 500 nm x 500 nm; a) imagine topografica 2D; b) imagine de faza; c) imagine de
amplitudine; d) imagine topografica 3D; e) sectiune transversald de-a lungul sagetii in panoul a.
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Figura 4.42 Imagini AFM ale suprafetei scafoldului HAP+10% SiO; + SiO,+CHI+SiO,+COL.
Aria scanata 500 nm x 500 nm; a) imagine topografica 2D; b) imagine de faza; c) imagine de
amplitudine; d) imagine topografica 3D; e) sectiune transversala de-a lungul sagetii in panoul a.

In imaginile AFM se observa pe scafolduri fibre de colagen mineralizate cu nanoparticule de
hidroxiapatitd (o mineralizare intrafibrilard) cu o distributie omogena a acestora pe suprafata.
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5. BIOCOMPATIBILITATEA COMPOZITELOR
NANOSTRUCTURATE IN VITRO

5.2.1.1 Evaluarea viabilitatii celulelor prin analiza MTT

Investigarea proliferarii celulelor osteoblaste este o tehnicd importantd de a evalua
viabilitatea, biocompatibilitatea si toxicitatea biocompozitelor pe scafolduri in vitro.

Testul MTT (bromurd de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu) se bazeaza pe
capacitatea dehidrogenazei mitocondriale de a cliva inelul tetrazoliu al MTT, de culoare galbena,
din celulele viabile si de a forma cristale de culoare albastru inchis de formazan care nu pot
traversa membrana celulara si astfel se acumuleaza in celulele viabile. Numarul de celule viabile
este direct proportional cu cantitatea de formazan format. Solubilizarea cristalelor se realizeaza
prin addugare de izopropanol iar cantitatea de formazan format este determinata
spectrofotometric la lungimea de undd de 492 nm.

Figura 5.17 Structura chimica a MTT
(bromuré de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu)

Celulele osteoblaste aflate la pasajul 6 sunt detasate de pe scafold cu tripsina 0.25% cu EDA
timp de 5 minute dupd 3 spalari cu PBS. Tripsina este inactivata prin adaugarea mediului de
culturd cu 10% ser fetal. Suspensia de celule este centrifugata timp de 5 minute la 1000 rpm.
Viabilitatea celulara a fost verificata cu 0,4% tripan albastru iar numararea celulelor a fost
efectuatd cu un hemocitometru Thoma.

Analiza statistica a rezultatelor testului MTT s-a facut cu testul multicomparison Dunnett
Tn cadrul acestui test am comparat grupul de control (plastic) cu fiecare scafold preparat cu
substrat HAP-MgSiZn; substrat CHI; substrat COL,; substrat HAP-MgSiZn+CHI+COL.
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Absorbanta (492nm)
Absorbanta (492nm)

Scafold 1a 2 ore Scafold 1a 48 ore

a b
Figura 5.18 Analiza MTT a viabilitatii celulelor la 2 ore (a) la 48 de ore (b) pe scafolduri
comparate cu proba control (plastic) 1n aceleasi conditii de cultura.

Din analiza MTT se poate observa ca viabilitatea celulara la 2 ore (figura 5.18 a) pe
scafolduri este mult mai intensa decat pe proba control (plastic). Valorile absorbantei apar a fi
semnificativ  diferite la scafoldul cu COL si scafoldul cu structurda complexa
HAP MgSiZn+CHI+COL fata de proba control. Acelasi lucru se Intdmpla si la 48 de ore (figura
5.18 b) de cultura a celulelor pe scafolduri. Aceste diferente semnificative sunt influentate in
mod cert de compozitia, morfologia si structura scafoldului. Cu cat acesta prezinta o structura si
o compozitie mai complexa, cu atat viabilitatea celulard este mai ridicata. Testul MTT arata ca

scafoldurile preparate nu au efect toxic asupra celulelor si prezintd o buna biocompatibilitate cu
acestea.

5.2.1.3 Evidentierea imunocitochimica a moleculelor implicate
n adeziunea celulara

Osteoblastele contin molecule specifice implicate in fenomenul de adeziune celulara
osteopontina si molecula de adeziune celulard CD44. Tn experimentele noastre am marcat cu
anticorpi monoclonali celulele cultivate pe scafolduri si pe cele cultivate pe plastic pentru a
observa daca exista diferente In exprimarea acestor antigene in functie de scafoldul utilizat.

Investigarea scafoldului: celule de control cultivate pe o
placa Petri tratata cu colagen de tip | 1a 3 zile de cultura.

Osteoblastele la pasajul 6 au fost insdmantate in mediu osteogenic de culturd Promoocell
timp de 3 zile. Mediul de diferentiere Promocell este un mediu ce contine factori specifici
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ce induc diferentierea osoasda. Coloratiile imunocitochimice s-au efectuat pentru
osteopontind, actind si DAPI.

a.0OP-FITC (400x) b. OP-FITC+ DAPI (400x)

c.Faloidina —-TRITC (400x)

Figura 5.20 Celule osteoblaste de control pe substrat de colagen, ziua 3.

Celulele prezintd pozitivitate pentru osteopontind (figura 5.20 b). Morfologia celulelor la 72
ore este cea de celule tinere, alungite, cu aspect fibroblastoid. Modificarile citoscheletului
determinate de aderarea celulelor la suprafata de plastic acoperitd cu colagen au constat in
orientarea microfilamentelor de actind paralel cu axul longitudinal al celulelor (figura 5.20 c).
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Investigarea scafoldului : HAP_MgSiZn + SiO,+ CHI + SiO, + COL Tn mediu
de culturi cu celule la 7 zile, coloratie - colagen FITC-faloidina TRITC-DAPI.

a b
COL-FITC (400x) COL- FITC-faloidina TRITC-DAPI (400x)

C
Tripla coloratie: OP-FITC, faloidina TRITC, DAPI (400x)

Figura 5.23 a-c. Scafold cu celule la 7 zile.

In aceastd proba s-a urmirit evidentierea sintezei colagenului de novo de citre celulele
osteoblaste. Spre deosebire de probele de control fara celule coloratia fibrelor de colagen este
mult mai intensd, aceste fibre sunt in contact direct cu celulele si sunt acoperite de mici depozite
de cristale de hidroxiapatita (figura 5.23 b si C).

42



Investigarea scafoldului : HAP_MgSiZn + SiO;+ CHI + SiO; + COL
N mediu de cultura cu celule la 3 zile.

a. OP-FITC (400x) b. faloidina TRITC (400x)

c. Tripla coloratie: OP-FITC + faloidina TRITC+ DAPI (400x);

FITC
+ TRITC
+ DAPI

d. OP-FITC+Actina TRITC+DAPI (200x) e. OP-FITC+Actina TRITC+DAPI (400x)

Figura 5.24 a-e. Scafold cu celule Tn mediu de cultura la 3 zile.
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Cultivarea in mediul de culturd standard timp de 3 zile a osteoblastelor pe acest scafold a
indus o intensa exprimare a osteopontinei intracelulare fatd de cultivarea in mediul osteogenic
Promocell (figura 5.20 a-c). Astfel se remarca o morfologie mai tanara a celulelor (aspect mai
alungit) si o accentuatd densitate a filamentelor de actina care sunt dispuse in fascii paralele cu
axul longitudinal al celulei ( Fig. 5.24 a si b) iar pe suprafata celulelor apar cristale mici de
hidroxiapatita ( Fig 5.24 ¢). Figura 5.24 (d) reprezinta tripla coloratie pentru OP-FITC, actina-
faloidina TRITC si DAPI iar Figura 5.24 (e) ofera detalii ale citoscheletului, cu aparitia fibrelor
de stres.

Comportamentul osteoblastelor in conditii de cultura 3D pe suporturi matriceale este diferit
in functie de structura si compozitia chimica a substratului scafoldului. Un substrat osteoinductiv
induce o aderare si proliferare celulara ridicate si orienteaza celulele spre un fenotip mai matur
de celuld osteocit (celula maturd). Pentru suporturile matriceale ce contin hidroxiapatita
modificatd cu Mg?*, Zn®*, SiO,* s-au obtinut rezultatele cele mai bune. Astfel s-a constatat o
proliferare accelerata a celulelor intr-un interval scurt de timp (3 zile) pe scafolduri indusa de
prezenta acestor substituenti in structurd, care influenteaza in mod pozitiv dezvoltarea celulelor
osteoblaste.

Metodele de evaluare a adeziunii celulare tatonate in aceastd etapd si anume aprecierea
morfologiei osteoblastelor, numararea celulelor la diferite intervale de timp, coloratiile
imunocitochimice pentru proteinele implicate in procesul de aderare si a filamentelor de actina,
au aratat diferente semnificative intre scafoldurile cu substratele matriceale diferit preparate.

5.2.2 Investigarea scafoldurilor prin imagistica SEM

Imagistica SEM este o metoda de investigare a structurii si suprafatei scafoldurilor cu
sau fara celule. Astfel am reusit sd observam aparitia unor structuri noi pe scafolduri la
anumite intervale de timp si modul de proliferare si dezvoltare al celulelor pe acestea.

Etapele pregatirii probelor biologice pentru imagistica SEM au fost:
- fixarea probelor cu glutaraldehida 2,5% ;

- spalarea probelor cu tampon fosfat (PBS);

- acoperirea probelor cu 6nm strat pulverizat de aur.
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Figura 5.28 Imagini SEM ale scafoldului HAP_MgSiZn + SiO; + CHI + SiO, + COL + celule la
3 zile (a), (b) si 7 zile de cultura (c), (d), (e), ().
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In imaginile SEM se observd o organizare tridimensionald a scafoldurilor cu inducerea
maturizarii (diferentierii) celulelor osteoblaste spre osteocite cu forma caracteristicd si cu
prelungiri dendritice. In figura 5.28 ¢ si d se observa in spatiul intercelular aparitia unei retele
matriceale proprii create de celulele osteoblaste cu sinteza de matrice osoasa de novo.

5.3 Vizualizarea osteoblastelor prin imagistica TEM

Testarea viabilititii celulelor osteoblaste s-a ficut prin imagistici TEM. In acest scop, s-a
efectuat sectionarea celulelor dupa 7 zile de cultura, printr-o metoda speciala. Astfel, celulele au
fost desprinse de pe scafolduri prin tripsinizare si apoi centrifugate. Se obtine un "buton" de
celule care se incapsuleaza intr-o rasind speciala si apoi se face sectionarea probei cu
microtomul, obtindndu-se sectiuni ultrafine de 40 nm.

Figura 5.35 (a). Sectiune transversala prin celuld cu intense procese de exocitoza (export din
interior In mediul extracelular). Se disting microvili (1), vezicule (2), formatiuni exocitate din
celuld 1n afara (3), lizosomi (4); nucleul celulei (5), citoplasma (6); (b). Sectiune transversala
printr-o portiune din celula:1 — mitocondrii; 2 — lisosomi; 3 — vezicule; 4 — microvezicule de
endocitozd; 5 — REG. Se observa atat procese de exocitoza cat si procese de endocitoza.

Din imaginile TEM ce prezinta sectiuni la diferite nivele prin celuld, se observa toate
organitele celulare specifice importante, ceea ce demonstreaza viabilitatea excelenta a acestora.
De exemplu se poate observa existenta nucleului la nivelul caruia se sintetizeaza ADN si ARN;
nucleolul ce are rol in pregatirea celulei pentru diviziunea mitotica; mitocondriile care genereaza
cea mai mare parte a ATP — ului utilizat ca sursa energetica in reactiile biochimice din celuld. De
asemenea se constatd prezenta reticulului endoplasmatic (RE) la nivelul caruia are loc biosinteza
proteinelor si a lipidelor. In figura 5.35 se observa atat procese de exocitozi cat si procese de
endocitozad ale celulei. Acestea demonstreaza faptul ca celula prezintd o activitate biologica
intensa ce conduce la o viabilitate remarcabild a acesteia.
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5.2.6 Analiza SEM si EDX a osului natural

Pentru a investiga suprafata si compozitia chimica a osului natural am facut o analiza
SEM si EDX a acestuia prezentate in figura 5.37 a-d.

Quantitative results
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Electron Image 1

Figura 5.37 Imagine SEM a osului natural (a) si (c); analiza chimica elementald a osului natural

(b) s (d).
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Din imaginile SEM si analiza EDX a osului natural se poate observa structura §i compozitia
chimica a acestuia. Fragmentele de os natural au fost obtinute in timpul interventiei chirurgicale
de reconstructie a articulatiei genunchiului, dupa obtinerea acordului pacientului.

Concluzii generale

e Am efectuat o sinteza si o analiza asupra factorilor din ecuatiile cinetice ale formarii si
cresterii germenilor §i am evidentiat rolul pe care il au concentratia reactantilor, pH-ul
mediului de reactie si suprasaturatia asupra marimii particulelor. De asemenea am stabilit
natura §i proportia In care surfactantii sunt adaugati in sinteza.

e Am stabilit ordinea si modul de addugare al ionilor substituenti pentru a evita formarea o
si P fosfatului tricalcic.

e Prin determinari experimentale am optimizat durata tratamentului hidrotermal (24 h) prin
care se aduce compozitia fazei solide la raportul Ca/PO4 =1.67, raport corespunzator
hidroxiapatitei.

e Utilizand in calitate de surfactanti amidon, gelatina, zer de lapte de vaca si nonilfenol am
stabilit cd surfactantul cel mai potrivit este nonilfenolul urmat de zer, care are in
compozitie lactoza si o serie de proteine.

e Am stabilit temperatura optimd de calcinare pentru realizarea gradului de cristalinitate,
factor important pentru materialele folosite in ortopedie si stomatologie, fiind cuprinsa
intre 650°C - 750°C interval de temperatura la care carbonatii nu se descompun termic.

e Am elaborat metode de asamblare a HAP/COL, HAP/CHI precum si a HAP/CHI/COL
atat in cimenturi (biocmpozite B1, B2 si B3) cat si sub forma de scafolduri prin adsorbtie
pe suprafete de sticla ITO dupa metoda strat cu strat (layer by layer) prin imersii verticale
succesive n suspensiile componente.

e Hidroxiapatita preparatd dupa metoda originala, partial substituiti cu ioni de SiO4*, Zn?*
si Mg” in proportiile indicate la capitolul 3, a aritat cea mai buna biocompatibilitate cu
celulele osteoblaste In comparatie cu celelalte probe de HAP pur si HAP substituit cu
SiO;.

e Pe cale experimentala am stabilit conditiile optime de preparare a scafoldurilor prin care
sd se asigure fenomenele de adeziune, proliferare si diferentiere celulard cele mai ridicate.
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Prin adaosul de silicat de sodiu solutie 5% si controlul pH-ului la care se realizeaza
policondensarea acestuia, in cadrul sistemelor studiate, am obtinut scafolduri cu diferite
morfologii si cu porozitate controlata.

Caracterizarea microstructurilor s-a facut prin analize de microscopiec TEM, SEM si
AFM; prin difractometrie de raze X si spectrosopie FTIR si XPS. Rezultatele au aratat ca
acestea prezintd o structurd cu o cristalinitate bine conturata si dimensiuni ale particulelor
cuprinse in domeniul nanometric.

Introducerea argintului la scard nano (10 nm) in structura HAP conferd acesteia
proprietati (adeziunea, proliferarea) net superioare fata de HAP pur (figurile 5.16 1 5.17).

Analiza imaginilor de microscopie optica aratd cd pentru nanostructurile de HAP partial
substituite cu ioni de SiO4*, Mg?* si Zn®* fenomenul de adeziune se manifestd mai intens
incd din primele 3 zile de culturd a celulelor osteoblaste comparativ cu nanostructurile cu
HAP pur.

Dupa 7 zile de cultura in mediu cu celule osteoblaste se constata cd numérul celulelor pe
unitatea de suprafata (1mm?) scade datorita faptului ca se intensifica procesul de adeziune
care este 1n raport invers proportional cu fenomenul de proliferare celulara.

Nanostructurile de HAP care contin argint §i aur aratd proprietdti de biocompatibilitate
putin inferioare celor de HAP complex. Aceastd caracteristici sugereaza faptul ca
utilizarea nanostructurilor HAP cu continut de Ag® si Au® sunt de preferat datorita
proprietatilor pe care acestia le au. Argintul are proprietatea de a "sufoca" virusii si
bacteriile, iar nanoparticulele de aur au capacitatea de a fi utilizate pentru fabricarea unor
teste de diagnosticare rapidd, prin care sa se identifice prezenta unor agenti toxici,
microbi sau alergogeni in fluidele corpului (sénge).

Imaginile TEM ce prezintd sectiuni la diferite nivele prin celuld, relevd ca acestea au
toate organitele specifice importante, demonstrand astfel excelenta lor viabilitate. Tot
prin imagisticda TEM in figura 5.34 s-au pus in evidentd procesele de exocitoza si de
endocitoza ale celulei care dovedesc faptul cé celula prezinta o activitate celulara intensa
ce conduce la o viabilitate remarcabild a acesteia.

Analizele EDX a celulei osteoblaste, a osului natural si a osului la interfata cu proteza

relevd compozitia chimicd a acestora, asemanatoare cu compozitia chimicd a
nanostructurilor pe care le-am preparat in aceasta lucrare.
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