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Contributii privind fabricarea unor structuri
3D din pulberi biomimetice cu aplicatii biomedicale

Rezumat

Progresele continue inregistrate in stiinta biomaterialelor au condus la o intelegere
aproape completa a proceselor implicate in osteointegrare.

Tn conformitate cu aceasta directie generald, scopul principal al tezei de doctorat a
fost (i) rafinarea unei tehnologii de sinteza complexa si reproductibild pentru fabricarea
materialelor ceramice pe baza de fosfat de calciu biomimetic (CaP) (de exemplu, fazele de
hidroxiapatita si fosfat tricalcic, in proportii diferite) si (ii) dezvoltarea, implementarea si
evaluarea multi-parametrica a performantelor produselor poroase inovatoare derivate din
precursori de marmura si scoici ca potentiali inlocuitori ai grefei osoase (care trebuie aplicat
in chirurgia ortopedica restaurativa si reconstructiva). Tehnologia rafinatd si avansata in
aceastd teza de doctorat std la baza dezvoltarii a trei tipuri de produse, ale caror performante
mecanice si preliminare in vitro au fost proiectate in continuare prin addugarea unor
componente de consolidare mecanica si, respectiv, a unor agenti porogeni.

O inovatie importantd este nu numai aderarea la conceptul de solutii biomedicale
inspirate de naturd, ci si utilizarea resurselor durabile si rentabile pentru elaborarea
produselor 3D. Evaluarea fizico-chimica multi-parametrica, mecanica si biologica in vitro
(partial), folosind metode avansate si complementare de investigatie/testare, a facilitat cu
succes selectarea ,,algoritmilor” tehnologici pentru fabricarea structurilor 3D cu compozitie
bio-ceramica personalizata, gradul de porozitate (porozitate la cerere), retele poroase interne
si caracteristici mecanice pentru o gama larga de aplicatii medicale.

Cuvinte cheie: CaPs biogeni; produse 3D personalizate; porozitate indusa la cerere
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Contributii privind fabricarea unor structuri
3D din pulberi biomimetice cu aplicatii biomedicale

Introducere

Structura osoasa naturala poate fi vizualizatd ca un nanocompozit format din fractiuni
minerale interpuse intr-o retea organica. Pentru cel putin ultimul deceniu, dezvoltarea unei
abordari regenerative eficiente pentru restabilirea partilor bolii, traumatizate sau deteriorate
ale osului natural la starea sa anatomica, fiziologica si functionala initiala, a constituit atat o
provocare uriasd, cat si un scop in domeniul biomedical [1, 2]. Potentialul de a avansa
semnificativ cunoasterea domeniului vine ca urmare a capacitatii osoase limitate de a se
repara (in afara de fracturile scheletice mici) si, prin urmare, defectele osoase care depasesc
dimensiunea critica necesita tehnici de tratament de umplere [3]. Regenerarea, restaurarea si
regresul oaselor implica etape de remineralizare si resorbtie.

In lumina proprietatilor complexe ale tesutului osos, obtinerea unei schele ideale
poate fi privita ca un proces pas cu pas: (i) fabricarea materialelor biocompatibile, netoxice,
neimunogene si bioresorbabile cu o ratd de degradare adecvata pentru cresterea celulelor /
tesuturilor in vitro sau in vivo, (ii) construirea unei structuri-cadru 3D pentru migrarea,
specializarea, proliferarea si diferentierea populatiei de celule regenerative, (iii) asigurarea
unei structuri interne poroase cu o retea de pori / canale interconectate pentru cresterea si
transportul celulelor de nutrienti in interiorul schelei si in mediul local nativ si (iv)
imbunatatirea proprietatilor mecanice optime pentru fiecare aplicatie [4, 5].

Tn ciuda eforturilor sporite depuse la fabricarea materialelor compozite polimer-
ceramice ca 0 abordare potentiala apropiata de structura si rezistenta osoasd, materialele
sintetice se bazeaza pe un mecanism de intarire intrinsec limitat care duce la o capacitate
redusa de a suferi deformari mecanice ridicate [6]. Prin urmare, ruta de fabricatie propusa in
aceastd tezd de doctorat priveste materialele personalizate si structurile 3D inspirate de
natura care poartd o noud provocare obligatorie pentru o asemanare Imbunatatita cu toate
arhitectura si functiile complexe ale osului, pentru o rezolutie rapida si completa a intregului
os dimensiunile defectelor. Aici tema propusa rezoneaza mai ales cu lipsa unui astfel de
produs pe piata, care este esentiald pentru chirurgia reparativa si reconstructiva [7, 8].

In prezent, restaurarea defectelor osoase poate fi realizati prin mai multe metode,
folosind o gama largd de materiale naturale (alogrefa, autogrefd) sau aloplastice
(biomateriale metalice, ceramice si polimerice) [9]. Autogrefele si alogrefele sunt
dezavantajate de cantitatea limitatd de donator de tesut, de morbiditatea acestora si de
riscurile de incompatibilitate biologica si imunologica [8]. In plus fati de aceste aspecte,
factorul socio-economic inclina drastic echilibrul in favoarea unor noi produse biomimetice
derivate din resurse naturale (biogene) [10, 11], care sunt capabile sa reproduca cu precizie
situl osos al implantarii. Din punct de vedere tehnic si economic, necesitatea acestor produse
este legata de cantitatea extinsa de material necesara pentru repararea defectelor osoase mari.

In vederea dezvoltirii, implementirii si promovirii unui biomodel 3D cu porozitate
spatiald continua si gradient de porozitate si caracteristici mecanice crescute, primul pas a
vizat rafinarea tehnologiei de fabricatie pentru sinteza materialelor biomimetice cu fosfat de
calciu (CaP) pe baza resurselor biogene cu interes biologic regenerativ [12]. Tn acest sens,
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Introducere

rezultatele experimentale publicate in primul articol doctoral au expus bio-functionalizarea
resurselor de marmura si scoici ca o abordare ecologica, eficientd din punct de vedere al
costurilor si durabila pentru sinteza CaPs (hidroxiapatita, hidroxiapatita/brushite sau
hidroxiapatitd/monetite) prin disociere termica si tratament ulterior cu acid cu compozitie
optimizata (acid fosforic in intervalul 0-90% suplimentar fata de cantitatea stoichiometrica)
[13]. Evaluarea in vitro atesta proprietatile lor de biocompatibilitate si posibila contributie
la refacerea/conservarea functiilor fiziologice ale zonelor vatamate [13].

In corelatie direct, al doilea obiectiv a vizat evaluarea a trei fibre (Luffa, canepa si
land) ca posibile sabloane naturale pentru fabricarea biotemplatelor 3D cu porozitate
reglabila. Proprietdti precum disponibilitatea largd, regenerarea, costul redus si
biodegradabilitatea le recomanda ca o alternativda ecologica si durabild. Rezultatele
preliminare au fost prezentate in cel de-al doilea articol de doctorat cu privire la incorporarea
cu succes a fibrelor cilindrice Luffa uscate in matricea ceramica, la diferite forte de presare
izostatica [14], fara materiale de legare sau tratamente chimice, asa cum s-a raportat de obicei
[15, 16]. Materialele bioceramice au fost alese in gama stoichiometrica a acidului fosforic,
ducand la sinteza hidroxiapatitei/brusitului si hidroxiapatitei din marmura si, respectiv,
scoici. Consolidarea produselor verzi si generarea unui nivel ridicat de arhitecturi poroase
cu interconectivitatea porilor si canalelor au fost obtinute prin sinterizarea temperaturilor
ridicate prin metoda modelului sacrificial (porogen) si sunt dorite pentru o crestere adecvata
a celulelor si eliminarea reziduurilor rezultate din activitatea celulara [14]. Aceasta ipoteza
favorabila a fost investigata in continuare in timpul celui de-al treilea articol doctoral, in
ceea ce priveste comportamentul termic al fibrelor in doi medii (aer si azot) [17]. Cel mai
pentru prima data in conformitate cu literatura de specialitate, ruta propusa a expus cea mai
adecvata fibra pentru fabricarea implanturilor fara risc pentru pacient [17].

Un compromis avantajos al microporozitdtii interdependente, macroporozitatii si
caracteristicilor mecanice este, de asemenea, necesar pentru a asigura o buna functionare in
Vivo a produselor. Prin urmare, incorporarea fibrelor naturale poate induce o structura
poroasa internd adecvatd, dar in detrimentul rezistentei mecanice a produselor. Pentru a
asigura caracteristici mecanice imbunatatite, atat pentru produsele compacte, cat si pentru
cele poroase, al treilea obiectiv evidentiaza posibilitatea de a incorpora materiale pe baza de
grafen, ca agent de intdrire, direct in matricea ceramica, fara a fi nevoie de materiale de
legare sau metode directionate chimic, asa cum sa raportat in alte studii [18, 19]. Acest lucru
apermis, de asemenea, delimitarea clara a parametrilor tehnologici optimi pentru materialele
compozite propuse (amestecuri cu rapoarte de masa diferite intre: pulberea ceramica/fibrele
Luffa/nanoplachetele de grafend), iar proprietatile mecanice necesare au fost reflectate pe
structurile 3D dupa izostatic la rece presare, dupa cum sa raportat in ref. [20]. Un al patrulea
articol doctoral a propus un program de sinterizare controlat, realizat in diferite medii,
aplicat ambelor tipuri de produse dezvoltate (structura compacta si poroasd) [21]. Aceasta
strategie a urmarit sa dezvaluie influenta parametrilor de sinterizare asupra: (i) conversiei
materialelor ceramice in diferite CaP pe baza raportului optim de faza a hidroxiapatitei,
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fosfatului a sau B-tricalcic, (ii) capacitatii fibrelor Luffa de a genera arhitecturi adecvate
dupa reducerea completd a prezentei/absentei nanoplachetelor de grafen in matricea
ceramica si (iii) functia caracteristicilor mecanice generale a tipului de produs si cantitatea
de grafena.

In fiecare etapa de cercetare, de la sinteza materiilor prime pani la modelele 3D
biomimetice finale, a fost realizat un protocol complex de caracterizare pentru a asigura
alegerea corecta a materialelor ceramice bifazice, a fibrelor naturale (agent porogen) si a
raportului de masa precis al agentului de armare incorporat pentru controlul precis al formei
si proprietatilor acestora. Investigatiile morfo-compozitionale (SEM / EDS) si structurale
(XRD, FT-IR) au fost efectuate pe materiale pulverulente, atit pe suprafata, cat si pe
sectiunea transversald a tuturor produselor. Aspectele morfologice precum textura,
rugozitatea si modelele topografice stau ca factori esentiali pentru succesul biologic al
materialelor ceramice [22]. Testarea formarii apatitei in vitro este, de asemenea, imperativa
pentru evaluarea aderentei celulare, a supravietuirii si a raspunsurilor inflamatorii [23].
Impreund cu compozitia chimicd, -caracteristicile volumului suprafetei dicteaza
comportamentul celular in ceea ce priveste aderenta, diferentierea, migrarea si proliferarea
(atat in vitro, cat si in vivo) si gradul de formare a oaselor noi [24, 25]. Prin urmare,
caracteristicile exhaustive ale volumului suprafetei au fost evidentiate prin cartografierea
SEM si evaluarea parametrilor de rugozitate (software MountainsMap), unghiul de contact
si energia libera a suprafetei, reconstructii 3D prin metoda nano-CT (grad de porozitate,
interconectivitate pori / canale, tortuozitate, retea poroasa interna) [14]. Datorita consolidarii
nanoplachetelor de grafena, proprietatile mecanice au fost ulterior o evaluare tintd in ceea ce
priveste micro-duritatea, rezistenta la compresiune si rezistenta la ndoire pentru
aplicabilitatea prognozata a produselor dezvoltate, pe baza naturii lor fragile, reproducerea
fidela a sarcinilor mecanice prezente de-a lungul os natural.

Scopul final al tezei de doctorat se refera la fluxul tehnologic optim necesar pentru
fabricarea implanturilor biomimetice cu caracteristici reglabile atat pentru arhitectura
poroasd interna, cat si pentru perspectivele mecanice si compozitia chimica implicita,
obligatorie pentru scopul lor mai mare de biofunctionalizare (Figura 1). Structurile obtinute
o cerere de brevet pentru tehnologia optima de fabricatie propusa.

Rezultatele tehnologiei dezvoltate servesc si pentru viitoarele progrese stiintifice
originale din domeniul stiintific: 1) posibilitatea combinarii biomaterialelor ceramice cu
elemente naturale antimicrobiene (Ag) si antibiotice, 2) fabricarea produselor in vrac care
pot fi personalizate intraoperator prin chirurgul, in functie de necesitatea pacientului, 3) 0
perspectiva sigurd si eficientd pentru proprietdti mecanice imbundttite oferite prin
prelucrarea precisa a pulberilor ceramice, 4) evaluarea produselor biomimetice prin metode
in vitro standardizate si dedicate, 5) utilizarea implanturi osoase ca candidati viabili pentru
medicament controlat, citostatic si mediu de livrare celulara, 6) controlul favorabil al
biomaterialelor ceramice, al rapoartelor nanoplachetelor din fibra naturala si grafen, poate
duce la indeplinirea celor mai variate cerinte implantologice pentru chirurgia ortopedica.
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Capitolul 1 — Stadiul actual al temei doctorale

1.1. Resurse biogene de carbonat de calciu utilizate in aplicatii biomedicale

Marea majoritate a resurselor naturale devin inutile dupa indeplinirea scopului
principal, transforméndu-se Tn cantitati semnificative de wastes zilnic, provenite de la
diferite arii industriale si companii [26, 27]. Astfel, s-a creat provocarea la nivel global de a
recicla, transforma si reintegra astfel de resurse, cu impact puternic nociv asupra mediului,
in materiale si produse cu valoare adaugata, una din nisele tinta abordate fiind cea de
regenerare osoasa [27, 28]. Acest lucru a condus la cresterea gradului de awareness in randul
cercetatorilor, iar 0 parte din variatele rute de sinteza utilizate in mod current pentru
obtinerea materialelor pe baza de fosfati de calciu (e.g., hidrotermala, precipitare umeda,
sol-gel, reactie in stare solida) au fost adaptate pentru fiecare tip de resursa naturald sau au
fost dezvoltate unele noi [27-30]. O expunere detaliata a acestora este oferita in ref. [7, 31].

Sinteza alternativa a unei noi generatii de fosfati de calciu a fost raportata de la multi
precursori naturali (coji de oud, scoici, os de peste si os de bovine) [8, 10, 11, 28, 30, 32,
33]. In a doua jumitate a secolului XX s-a dezvoltat procesul replamineform care consta in
replication of life forms, aplicat in primele studii pentru preservarea arhitecturii poroase a
coralilor, si ulterior si a altor resurse marine, in vederea obtinerii de produse si materiale pe
baza de hidroxiapatita [34, 35]. Cateva aspecte pot fi urmarite in acest sens n contrast cu
materialele sintetice din punct de vedere al sustenabilitatii: i) economice, se reduc costurile
asociate cu eliminarea bio-wastes si achizitia de substante chimice pe baza de calciu si fosfor,
i1) procesarii, metodele implica un numar redus de etape si prin urmare un timp scurt de
obtinere, iii) mediului inconjurator, se reduce gradul de poluare cu emisii de substante si/sau
gaze toxice si energia consumata, si iv) resursei umane, se reduce expunerea la substante
chimice toxice si se creste siguranta si sanatatea in munca [26-28, 36].

Carbonatul de calciu raspandit geografic se gdseste atdt pe uscat (cariere de
marmura), cat si in mediu marin (sisteme biologice/schelete de-a lungul coastelor - scoici,
melci, corali) [12, 37]. Tn acest sens, disponibilitatea resurselor nu a fost un impediment, ci
un element cheie pentru studiile de cercetare dezvoltate de-a lungul tezei de doctorat.

Din gama resurselor naturale pe baza de carbonat de calciu, studiile au raportat
posibilitatea implicarii aceleasi rute de conversie pentru doi precursori autohtoni — dolomitic
marble and seashells — configurédndu-se astfel fundatia unei metode adaptate si complet
reproductibile de sinteza a pulberilor de fosfat de calciu [12, 38]. Din punct de vedere
structural, investigatiile efectuate la nivel de precursor indica prezenta a trei forme polimorfe
diferite de carbonat de calciu — calcit si dolomit pentru marmura, calcit si aragonit pentru
seashells [31, 38]. Se confirma astfel ca aranjamentul morfologic stratificat este dat de
dispunerea perpendiculara succesiva a lamelelor de calcit/dolomit si calcit/aragonite [38].

Contrar metodelor de replicare, unul din avantajele metodei adaptate de sinteza prin
precipitare umeda consta in posibilitatea dezvoltarii mai departe a materialelor pulverulente
in produse implantabile custom-made, conform cu necesitatea fiecarui pacient [12, 17, 21].
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1.2.  Sinteza fosfatilor de calciu prin metoda de precipitare umeda

Necesitatea dezvoltdrii unei rute de sinteza si a unei tehnologii de obtinere a
materialelor bioceramice cu potential de aplicabilitate in domeniul implantologiei ortopedice
a fost larg diseminata in ultimele decenii [34, 39]. In ceea ce priveste conversia resurselor
naturale in fosfati de calciu biogeni, la inceputul acestui studiu, provocarile se aflau in
absenta datelor complete, exacte si reproductibile privind parametrii de sintezd. Un studiu
recent [7] a aratat ca procedurile experimentale actuale limiteaza caracteristicile mecanice si
biologice ale materialelor derivate in mod natural, ducand la produse de calitate slaba.

O serie de raspunsuri au fost conturate insa prin prisma metodei de sinteza prin
precipitare in stare umeda, insa prin implicarea de resurse biogene variate si constituite Tn
principal din CaCOs drept material de baza [12, 13, 38]. Au fost dezvoltate si alte metode de
sinteza bazate pe reactia dintre hidroxid de calciu (Ca (OH) 2) si acid fosforic (H3PO4)
pentru prepararea pulberii de hidroxiapatitd. Cele mai multe dintre ele depind puternic de
Ca(OH): [40]/ oxid de calciu (CaO) [16, 41] si de concentratia diferitilor acizi. Calea de
sintezd care std la baza acestui studiu constd in precipitarea fosfatilor de calciu prin
imbunatatirea metodei dezvoltata in 1939 de Rathje [42].

Prin urmare, acest studiu vine ca o rezolutie atat pentru studiile dedicate incomplete
cat si inconsistente deja publicate, precum si pentru chirurgia otopedicd reconstructiva.
Incepe astfel prin abordiri conceptuale adoptate din unele studii [43, 44] si aplicate
precursorilor selectati. Avand in vedere importanta gradului de accesibilitate sporit la
resursele biogene implicate in timpul sintezei, studiile deruleaza pe subiectul acestui teze de
doctorat la doua tipuri de CaCOs, unul regasit in mediul terestru (marmura dolomitica,
Ruschita, Romania) si celalalt in mediul marin (Mytilus galloprovincialis seashells, Marea
Neagra, Romania).

1.2.1. Descompunerea termici a marmurei si a scoicilor marine

Necesitatea clarificarii parametrilor experimentali incepe din etapa preliminard a
sintezei, calcinarea/ descompunerea termica a materialelor brute CaCOsz. Studiile de
cercetare plaseaza temperatura optima de disociere intre 600 s1 1200°C, in functie de forma
polimorfa a CaCOgz implicat [45]. A fost raportatd de asemenea si influenta continutului de
elemente aditionale, aduse din habitat natural la resurselor (e.g., Mg, Na, Si). Acest aspect
devine important avand in vedere forma dolomitica a carbonatului de calciu (CaMg(CO:s)z2)
provenit din marmura autohtona [38]. Astfel, determinarea disocierii optime a temperaturii
ambelor resurse naturale sa bazat Tn continuare pe reactia chimica endotermica: se elibereaza
dioxid de carbon (COy) si se formeaza CaO, conform reactiei 1 [7, 38, 46].

e
CaCos — CaO + CO, 1)

Datorita influentei formei fizice a precursorilor asupra gradului de disociere [47],
marmura si scoicile utilizate in procesul de sinteza au fost tdiate in bucéti reduse. Pentru a
investiga si determina concret parametrii de disociere termica pentru ambele resurse
selectate au fost effectuate analize TGA/DSC cu plaja de temperatura pana la 1500°C si rata

Teza de doctorat — Ing. Aura-Catalina Mocanu 7



Contributii privind fabricarea unor structuri
3D din pulberi biomimetice cu aplicatii biomedicale

de incilzire de 10°C/min [38]. In urma rezultatelor obtinute, s-a confirmat atat succesiunea
de transformari termice ireversibile din faza polimorfa de tip dolomit/aragonite in cea de
calcit si ulterior in compus de tip CaO, pentru marmura si respectiv scoicd, cat si temperatura
maxima de disociere corelatd cu acestea ( ~ 900°C). Pentru a se preserva insa si stabilitatea
masica, s-a stabilit ca la 1300°C se asigura o conversie completd a ambelor tipuri de
precursori in CaO (established that at a complete decomposition of both types of precursors
into CaO is ensured).

1.2.2. Rafinarea parametrilor cheie de sinteza

Temperatura de calcinare alaturi de concentratia reactivilor, pH-ul solutiei si agitarea
magnetica sunt parametrii cheie care guverneaza performanta metodei de sinteza pentru
aceste materiale. Concentratiile raportate ale reactivilor variaza in mare masura intre 0,15-
1,0 M [40]. Aceste variabilitati duc adesea la sinteza unor materiale calitative slabe cu un
raport molar Ca/P mult mai diferit de cel al apatitei biologice (hidroxiapatitd reactionata
impurd sau incompletd) [48]. Un alt factor cheie care determind gradul de conversie al
materialelor precursoare in fosfati de calciu, este hidratarea oxidului de calciu rezultat in
urma tratamentului termic aplicat acestora. Oxidul de calciu poate fi hidratat si transformat
in hidroxid de calciu conform reactiei 2. Acest pas a fost raportat ca fiind unul optional [16],
insa nu si in cazul acestei rute de sinteza. Daca se urmareste directia optionala, rezultatele
indica o transformare incompleta a CaO 1n fosfat de calciu, iar cantitatea remanenta devine
Ca(OH)2 in urma hidratarii din timpul procesului de sinteza [38].

CaO + H,0 — Ca(OH), 2

Conversia ulterioara a Ca(OH), a fost realizata numai prin metoda imbunatatita.
Imbunatitirile au urmat concentratia de acid fosforic din valoarea calculati in conformitate
cu stoichiometria chimica (reactia 3) si au variat prin cresterea treptata a acestuia cu 50% In
studiul preliminar [38], si cu 10% in toate celelalte urmatoare [12-14, 17, 20, 21]. Reactia
dintre Ca(OH)2 si H3PO4 are la baza urmatoarele etape: anionii fosfat eliberati in urma
dizolvirii fosfatilor acizi in apa reactioneazi cu cationii de Ca?*, eliberati prelungit in urma
dizolvarii graduale a Ca(OH)2 in apa, si formeaza o retea coordonatd denumitd produs de
reactie, care in conditii propice se consolideaza/transforma in diversi fosfati de calciu [49,
50]. Cationii de Ca?* reactioneazi cu moleculele de api si formeazi prin hidroliza ,,aquasoli”
incdrcati pozitiv. Acestia reactioneaza la randul lor cu anionii fosfat si formeaza saruri
hidrofosfatice. Pe masura ce reactia exoterma are loc, solutia se transforma intr-un gel cu
molecule slab interconectate. Densificarea gelului se produce gradual pana in punctul in care
amestecarea devine dificil de realizat. Acesta este momentul In care gelul cristalizeaza in
jurul fiecarui graunte de oxid de calciu nereactionat sub forma unei retele cristaline. Gradul
de cristalinitate al produsilor obtinuti este dependent de rapiditatea cu care se produce
dizolvarea Ca(OH).. Importanta agitarii magnetice (stabilita la o valoare de 700 rpm) si a
temperaturii constante (25°C) prezente pe tot parcursul procesului de sinteza a fost asociata
Ccu o cristalizare crescuta, o tendinta redusa la formarea clusterelor si absenta de urme de
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Ca(OH). [38]. Variatia acestor parametri este imperativa, deoarece unele metode de sinteza
raportate au fost considerate nesigure [7, 51].

10Ca(OH), + 6H3P0, — Ca o (P0,)s(OH), + 18H,0 ©)

Studiul preliminar a fost realizat incepand cu o cantitate mai mica de pulbere de
Ca(OH)2 (2 g) si un acid H3POs cu o concentratie mai mare (solutie 95%). Acest set-up a
condus la obtinerea unei probe lichide odata cu dublarea cantitatii de acid, in cazul pulberii
derivate din scoici, si prin urmare stabilizarea limitei maxime de utilizare a reactivului
chimic. Tn acest sens, procesul de sintezi a suferit ulterior o serie de etape de rafinare a
parametrilor, stabilindu-se in primul rand proportii de amestec stoechiometric pentru
pulberea de Ca(OH)2 si H3POas, dar de concentratic mai slaba (85% solution). Astfel
urmatoarele studii raportate [12, 52] pornesc de la un amestec de 10 g de pulbere de Ca(OH):
si 5.5 ml de H3PO4adaugat prin pipetare cu o rata de aditie de 1 mL/min, in prezenta a 200
ml de apa distilata (cantitate care a fost mentinuta constanta pe toata durata experimentelor).
Posibilitatea modularii cantitatii de acid a fost redusa la un increment de 10%, fara a se atinge
cantitatea dubla a acestuia. Suspensiile sintetizate de la fiecare precursor au urmat un proces
de spalare-filtrare-imbatranire la temperatura camerei (72 h). Dupa indepartarea excesului
de apd, eliminarea completa a apei si acidului ramas a fost realizata prin uscarea pulberilor
ceramice folosind o autoclava (100°C timp de 2 ore). Acest pas este necesar pentru
conservarea stabilitatii moleculare [8].

Ca rezultat, s-a stabilit ca reactia dintre Ca(OH)2 si H3POj4 rezultate functioneaza din
cantitati calculate stoichiometrice cu pana la 30% cantitate crescuta de H3PO4 pentru sinteza
bifazica a CaPs cu rapoarte variabile HA/brushite sau HA/monetite. Pentru a verifica
reproductibilitatea rutei de sinteza pentru aceasta plaja de HsPOas si pentru a investi cantitatea
de reactiv care favorizeaza aparitia acestor tipuri de fosfati de calciu, studiile prezinta in
acest teze de doctorat cu urmatorul interval maxim de aditie de HsPO4 (0% - cantitatea
stoechiometrica, pana la 90% - cantitatea maxima acceptata) [13].

1.2.3. Fosfatii de calciu derivati dupa precipitare

Cel mai des mentionat biomaterial pe bazd de fosfat de calciu este hidroxiapatita
stoichiometrica (HA) cu raport molar Ca/P de 1,67 [53]. Cu toate acestea, apatita naturala
gasita in tesutul 0sos nu este stoichiometrica (raport molar Ca/P peste 1,67), cu grupari
carbonat si urme ale unor alte elemente chimice incorporate in structura sa [54].

Conform rezultatelor raportate, pe parcursul etapelor de rafinare a metodei de sinteza
concentratia in ioni de HPO*, H,PO4? si PO4> se modificd odati cu pH-ul solutiei [49], iar
obtinerea HA pure este favorizatd doar in conditii stoechiometrice de preparare, si doar prin
conversia pulberii de Ca(OH)2 derivata din scoici marine [12, 13, 38, 52]. Tendinta generala
a transformarilor care se produc la pH<6.5 si temperaturd ambiantad este urmatoarea: ACP
(fosfat de calciu amorf) — brushite (DCPD) — OCP (fosfat octacalcic) — HA [55]. Tn cazul
resurselor de tip marmura dolomitica, datoritd prezentei Mg in compozitia sa, se evidentiaza
de la prima concentratie de acid o compozitie bifazica alcatuitd din HA si o faza secundara
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de tip DCPD. Un substrat magnezic (prezent de la inceputul reactiei) influenteaza
cristalizarea DCPD si a Hap astfel: ionii Mg?* care se formeazi dupa hidroliza Mg(OH);
ocupd mai mult spatiu in reteaua cristalina a fosfatului de calciu si deci scade gradul de
cristalinitate al acestuia [55, 56]. Studiile raporteazd de asemenea si efectul inhibator al
magneziului asupra cresterii cristalelor de HA [57].

Brushite-ul este cel mai putin stabil dintre fosfatii de calciu cu solubilitate moderata
si apare ca produs primar sau secundar in urma precipitarii din solutii cu aciditate moderata
sau neutre, la temperaturi de pana la 40°C [55, 56, 58]. Datoritd caracterului termodinamic
metastabil, el poate ramane stabil, sau dizolva, reprecipita ori dezintegra. De aceea el este
considerat ca faza precursoare in formarea HA [59]. Dizolvarea sau reprecipitarea lui in faza
termodinamicd mai stabila (HA) se realizeaza doar in medii subsaturate in calciu si ioni
fosfat [60]. In particular, prezenta sau absenta nanocristalelor de HA, ca si produs primar
format, influenteaza puternic gradul de formare al DCPD din moment ce nanocristalele pot
servi drept nuclei si pentru formarea acestuia. Rezultatul acestei transformari consta intr-un
numar mai ridicat de cristale regulate, decat in cazul cristalizarii directe a DCPD [56].
Recristalizarea este influentatd de regulda de factori precum: temperaturd, pH si
prezenta/absenta unor ioni metalici (e.g., Mg?*) [55].

Cu importanta biologica [58, 61, 62], DCPD a fost propus ca si intermediar atat in
mineralizarea oaselor, cit si in dizolvarea smaltului in acizi (eroziune dentard) [63]. Tn
medicina este folosit ca si intermediar in remineralizarea dintilor si component primar pentru
cimenturile pe baza de ortofosfati de calciu. In organism, particule de DCPD se gisesc in
materia organicd noncolagenoasda, 1n jurul fibrelor de colagen nonmineralizate, fiind
considerate a fi ,,rezervorul” de ioni de calciu si fosfat necesar pentru o mineralizare
ulterioara. Datoritd solubilitatii sale ridicate comparativ cu HA (in conditii fiziologice),
prezinta o rata ideala de resorbtie in vivo, luand parte la procesul de remodelare osoasa [55,
64]. Mai mult decét atét, s-a demonstrat ca DCPD tinde sa se transforme in vivo in HA [65].

Odata cu cresterea cantitatii de acid si implicit prin inducerea conditiilor non-
stoechiometrice de preparare, este favorizata precipitarea fazei DCPD in defavoarea celei de
HA, nregistrandu-se o scadere progresiva a proportiei de faza de pana la 18% HA [38]. Mai
mult decat atat, odata atins pragul de 20% si 30% de H3POgs aditional, pentru pulberea
derivata din marmura si respectiv scoicd, intervine si aparitia fosfatului de calciu de tip
monetite (DCPA). Monetitul este forma anhidra si mai putin solubila a brushite-ului (datorita
absentei incluziunilor de apad), care poate fi cristalizatd din solutii apoase, dar la 80-100 °C
[58, 62]. Desi prezinta o stabilitate termodinamica mai ridicata la pH scazut, din punct de
vedere cinetic formarea brushite-ului se produce mai rapid. Pierderea in greutate a
monetitului se datoreaza solubilitatii sale ridicate si se produce in favoarea aparitiei DCPD.

Spre deosebire de brushite, monetitul nu se regaseste Tn organismul uman n nicio
calcifiere normald sau patologica [58]. Cu toate acestea, studiile raporteaza o solubilitate
foarte ridicatd a acestuia in mediile apoase la pH fiziologic, prin comparatie cu alti fosfati
biocompatibili [66].
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Aceasta suitd de modificari in cazul fazelor de tip DCPD si DCPA se poate produce
de la inceputul reactiei de transformare, fie prin precipitarea initiala a DCPD si conversia
acestuia in DCPA dupa etapa de uscare in autoclava, fie prin formarea directa a fazei DCPA
ca urmare a unui continut ridicat de acid in solutia de sintezi (aciditate crescuti) [67]. Tn
general, deoarece precipitarea DCPD se produce exotermic, in comparatie cu mecanismul
endotermic de formare al DCPA, tendinta este de a forma brushite-ul ca si faza
intermediara/finala stabila [68, 69]. Odata depasit pragul de concentratii mentionat mai sus,
continutul de HA a fost nedetectabil, compozitia finalda pana la 90% H3POs fiind bifazica de
tip DCPD/DCPA in proportii diferite.

Testarea experimentald efectuatd a ipotezei cercetarii a condus la o tehnologie de
sintezd complet reproductibild, usoara si ecologicd, dezvoltatd pentru conversia resurselor
pe baza de carbonat de calciu (marmura dolomitica si scoici) in fosfati de calciu (CaPs) cu
compozitie modulata [12, 13, 70]. In general, aceste rezultate confirmi posibilitatea
extinderii gamei de precursori naturali pentru prepararea HA si, de asemenea, prezinta o
sinteza alternativa pentru cimenturile pe bazd de DCPD/DCPA.

Pentru implantarea ulterioard, compozitia chimica si de faza adecvata, precum si
caracteristicile biomecanice si biologice ale materiilor prime vor fi evaluate Tn continuare
pentru fabricarea produselor biomimetice.
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1.3. Tehnologia de fabricatie a produselor consolidate pe baza de fosfati de
calciu

Obtinerea de produse de tip scaffold cu aplicabilitate in domeniul medical a fost
dezvoltata predominant prin prisma celor doua categorii de metode, metode conventionale
(e.g., gas foamin, progen leaching) si metode de fabricare aditiva, care permit replicarea
anumitor proprietati morfologice compatibile cu osul uman, insa nu si pe cele geometrice in
domeniul micrometric [71, 72].

Din moment ce arhitectura internd a produselor dicteaza gradul de regenerare al
tesutului osos dupa implantare, se urmareste modul in care acestea inceplinesc cerintele
pentru difuzia nutrientilor, transportul de masa, adeziunea, proliferarea si migrarea celulara,
concomitent cu cerintele mecanice specifice pentru fiecare segment osos. De aceea, focusul
actual se increapta inspre gasirea unor metode de fabricare simplificate si cost-efficient, dar
care sa poatd reda structura heterogend si complexa a osului si sa asigure si aportul de
rezistentd mecanicad pentru ambele tipuri de aplicatii, non- si load-bearing [34].

Tn aceasta teza de doctorat, obiectivul principal a fost dezvoltarea, implementarea si
promovarea unui biomodel 3D inspirat de naturd cu porozitate spatiald continua si gradient
de porozitate ca entitate capabila sa reproduca geometria, morfologia si rezistenta structurii
biologice (Figura 2). Prin aceastd abordare, au fost abordate provocarile majore: eliminarea
solventilor toxici implicati Tn proces si lipsa proprietatilor mecanice adecvate pentru
aplicatiile purtatoare de sarcina. O inovatie importanta este utilizarea de materiale strict
biogene pe tot parcursul elaborarii acestor produse, incepand cu resursele brute de carbonat
de calciu.

) Surface-Volume features evaluation
Calcium phosphates

synthesis compact Pressing force influence
uSJ{‘(gE( ®MPa Fibers combustion
r“(\“} HA
l (&%;(’,5? DCPD — ‘ 0.5 Morphology
I i ! ey Roughness
1200°C/ 8h = 17/ oz
isostatic pressing | 1 - Z,‘ ‘..'7'0_‘ :‘L i 32!5 nano - CT ‘
oSl Cowe HA /A == S )
11 %&&%;9 {f. s .,,_v..’\ j
Luffa GRERSS i == D
et ‘ 5>
fibers (ﬂ ~—L =

2 : 8
3D structures preparation porous Micro-gradient porosity

Figura 2. Reprezentare schematica a tehnologiei de fabricatie urmarite in cadrul tezei de doctorat
[14]

Acest studiu vine ca o necesitate primordiala pentru a rezolva absenta produselor
similare pe piata clientilor, abordarile chirurgicale ortopedice cu risc ridicat pentru pacient
si geometriile simpliste, caracteristicile structurale si mecanice ale structurilor 3D care nu
pot oferi o compatibilitate osoasa personalizatd optima pentru un anumit caz clinic. Timpul
redus necesar pentru fabricarea implanturilor biomimetice (cateva zile pentru un nou produs
gata de utilizare) poate imbunatati calitatea vietii unui pacient - reduce perioadele de
recuperare traumatica si medicald, reduce costurile generale si duce la o revenire mult mai
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rapida la curent Activititi. In acest sens, sinteza si dezvoltarea materialelor si a tehnologiilor
de fabricatie bazate pe resurse biogene, cu interes biologic regenerativ, care pot contribui la
refacerea sau conservarea functiilor fiziologice la nivelul zonelor vatamate, a constituit
primul pas.

1.3.1. Agenti porogeni pe baza de fibre naturale

Fabricarea produselor poroase 3D a fost prevazuta prin abordarea limitarilor actuale
ale dezvoltarii materialelor derivate din biogen cu capacitati biologice similare cu cele ale
osului uman. Pentru produsele biomimetice obtinute, metodele de simulare in vitro, precum
si rezultatele in vivo sunt dependente de parametrii arhitecturali obtinuti: 1)
macroporozitatea, dimensiunea porilor si caracteristicile suprafetei care promoveaza
aderenta si proliferarea celulelor, ii) nivelul ridicat de interconectivitate a porilor care
permite cresterea celulelor si eliminarea reziduurilor rezultate din activitatea celulei.

Crearea si tranzitia cdtre structuri 3D poroase bazate pe materialele ceramice
dezvoltate [12, 13, 38], s-au bazat in continuare pe materiale naturale cu eficienta energetica
si costuri reduse. Strategiile bazate pe sisteme ierarhic poroase au fost deseori exploatate
prin diferite cai de procesare pentru a obtine materiale poroase. Una din directii posibile de
investigat consta in implicarea de diferite tipuri de fibra naturald drept agenti porigeni.
Redirectionarea acestora in afara rolului de bazd oferit in industria textila si a modei, si
implicarea in dezvoltarea de produse diferite cu destinatii multiple, a condus la perceperea
lor in timp drept high performance fibers [73].
disponibile la costuri avantajoase, urmarind totodata aspectele environmentally-friendly.
Astfel, termeni precum renegerabil, reciclabil, biodegradabil si sustenabil au devenit cuvinte
cheie si sunt evidentiate in toate studiile dedicate acestui domeniu [74-76]. O parte dintre
aceste materiale regenerabile fibroase provin din activitatile agriculturale intreprinse pentru
dezvoltarea economica a anumitor zone geografice si arii industriale (e.g., building sector,
automotive, plastic industry), si prin urmare au beneficiat de o accesibilitate din ce in ce mai
ridicata in ultimii ani [76-78].

Mai multe fibre naturale (de exemplu, luffa cylindrica, canepa, 1ana) au aparut ca
posibile sabloane naturale pentru produsele bioceramice dorite si aplicatiile biomedicale si
au fost implicate in aceastd tehnologie propusa. Mai mult, spre deosebire de binecunoscuta
directie de reinforcare, aici a fost urmatd o rutd mai putin exploratd, si anume metoda
sablonului de sacrificiu. Metoda presupune folosirea fibrelor pe post de agent porogen de
sacrificiu, adica Tncorporarea in matricea ceramica doritd, cu un anume raport masic, si
degradarea lor prin tratament termic la temperatura inalta. In zona de Tncorporare a fibrelor,
spatiul ocupat de acestea anterior tratamentului termic va fi transpus post sinterizare intr-0
retea de pori de dimensiuni variabile si canale interconectate sub forma unui aranjament
spatial intern, asemanator cu cel al osului natural [14, 17].

In acest sens, o prezentare completi a caracteristicilor fibrelor naturale, inclusiv
comportamentul lor termic atat in atmosfera de sinterizare oxidativa, cat si reductiva, a fost
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evaluata cu atentie in ref. [17]. Aspectele compozitionale si morfologice ale fibrelor brute
au fost investigate in mai multe studii. Avand in vedere ca tratamentul termic aplicat este, in
general, ultima etapa tehnologicd fundamentald, stabilitatea termica este extrem de
importantd pentru a stabili temperatura lor de disociere, reducerea previzibila a acestora
(componenta sacrificiald) si influenta mediului de sinterizare, dupd cum sa raportat in ref.
[14, 17, 21]. Apoi, examinarea proprietatilor morfo-compozitionale, structurale si citotoxice
ale produselor de ardere rezultate (cunoscute si sub numele de caractere) care pot influenta
comportamentul biologic in vitro si in vivo al structurilor 3D, a fost de asemenea urmarita si
dezvaluita in ref. [17].

a. Fibre de origine vegetala

Fibrele naturale de origine vegetala (e.g., Luffa cylindrica, hemp, cotton, sisal,
bamboo, jute, lemn) beneficiaza de o raspandire vasta, unele fiind regasite predominant n
zonele tropicale (e.g., Luffa fibres are cultivated in Asia and Africa) [79, 80]. Ele sunt
considerate nanocompozite lignocelulozice compuse din fibrile de celuloza dispuse in forma
de spirald intr-o matrice amorfa alcatuitd din compusi de tip hemiceluloza, pectina, lignina
si ceara [74, 81]. Fibrilele sunt structuri reticulare tridimensionale rotunde si alungite ce
prezinta sectiuni transversale goale la interior, si care sunt conectate intre ele cu materiale
rasinoase [74, 79]. Intreg ansamblul le conferi fibrelor vegetale proprietiti precum rezistenta
mecanica (tensile and flexural) si duritate considerabil ridicate, dar si o rezistentd scazuta la
temperaturi ridicate si la factorii de mediu care influenteaza procesele lor de imbatranire si
degradare [82]. Prin urmare, utilitatea acestora a fost la inceput limitata la aplicatii din sfera
fabricatiilor textile (e.g., fashion products, mats, bath sponges, ropes, insole materials, filling
materials) si mai putin in zona industriala [74, 81].

Proprietatile benefice ale Luffei (e.g., detoxifiant, promotor pentru racirea si
circulatia sangelui) au fost recunoscute in urma cu mai bine de 400 ani [79]. Avansul
stiintific a condus la implicarea fibrelor de Luffa pentru dezvoltarea de diverse produse
industriale destinate pentru domenii precum cel al ingineriei farmaceutice, biotehnologie,
ingineria mediului [79, 83]. In domeniul medical a fost raportata utilizarea unor buciti de
dimenisuni foarte mici de burete de Luffa pentru anumite afectiuni sinusale ori ca si support
pentru imobilizarea de proteine si celule [74, 84].

Din punct de vedere morfologic, fibrele de Luffa sunt dispuse aleatoriu si
multidirectional sub forma de retele fibro-vasculare formand manunchiuri, fiecare coloana
internd fiind alcatuitd din trei straturi dispuse de la exterior la interior (strat exterior, mijlociu
si intern) [15, 34, 79]. Diametrul fibrelor variaza in intervalul 0.2—1 mm pentru fiecare fibra
individuala sau pe lungimea aceleasi fibre, conducand la o diversitate a proprietatilor [74].
Cu o utilizare mult mai indelungata, de-a lungul mai multor civilizatii, fibrele de canepa au
fost preferate datoritd rezistentei ridicate si a dimensiunilor mai mari pe lungime, pentru
realizarea de ropes, paper and textile products [85, 86]. Canepa, si in principal canepa
industriala (Cannabis sativa), este una din plantele cele mai cultivate anual, obtinandu-se in
final materiale sub forma de fibre si hurds [77].
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Tn general, stratul exterior al fibrelor vegetale este format dintr-un continut bogat in
lignina si/sau pectind, care inconjoard omogen intreaga fibra, urmat de stratul mijlociu de
celuloza si cel intern alcauit din hemiceluloza [74]. Celuloza este un polizaharid natural
semicristalin alcatuit din unitati de anhydroglucoza conectate prin legaturi glicozidice si cu
un grad ridicat de polimerizare [82, 87]. Hemiceluloza nu este un tip de celuloza, ci se
diferentiaza de aceasta prin prisma numadrului si tipului de unititi de zahar, precum si a
gradului de polimerizare redus cu un ordin de marime de 10-100 ori, iar lignina este un
polimer hidrocarbonat alcatuit din compusi alifatici si aromatici [82]. Polimerii de tip
hemiceluloza si lignina sunt complet amorfi [77]. In functie de conditiile habitatului in care
au crescut (e.g., tip de sol, clima, specie), compozitia chimica a fibrelor poate diferi, insa
majoritatea studiile raporteaza prezenta elementelor precum C, O, N, P, Si [74, 84, 87].

O analiza elementala si structurala detaliata a fibrelor raw se regaseste in ref. [83].

Ipoteza prezentata in tehnologia propusa se bazeaza pe faptul ca degradarea termica
a materialelor pe baza de celuloza (toate fibrele naturale) duce la o pierdere de masa de 60%
in greutate intre 300-500°C si se termina pand la 800°C cu formarea unui mic reziduu
carbunos [88]. Mai exact, procesul de degradare termica al acestora are la baza o succesiune
de procese, care in functie de conditiile de tratament termic (e.g., contactul direct cu
atmosfera de lucru, existenta/absenta unor stimuli fizico-chimici de caldura, concentratia de
oxygen), conduc la combustia fibrelor: deshidratare, depolimerizare, descompunerea
compusilor rezultati in urma depolimerizarii, formarea de produse non-volatile intermediare
si descompunerea acestora [80, 81]. Aceste procese sunt delimitate in trei etape de
descompunere, fiecare avand asociat un interval de temperatura datorat influentelor aduse
de mediul natural al fibrelor [89, 90]. Etapa preliminara cuprinde degradarea fibrelor prin
deshidratare pana la aproximativ 105°C [81]. Odata cu cresterea progresiva a temperaturii,
se produce aprinderea fibrelor (etapa principala de ardere) prin depolimerizarea rapida a
stratului de celuloza si a celui de hemiceluloza, concomitent cu debutului degradarii stratului
de lignina si pectina [77, 80, 87]. Procesul de ardere se incheie la aproximativ 400-450°C
prin ruperea completa a legaturilor dintre unitatile glicozil si formarea de produsi de
ardere/combustie (also known as chars) [80]. Cantitatea de lignina ramasa isi poate continua
procesul de disociere uneori chiar si pana la temperatura de 900°C [87]. Se considera ca pana
la aceastd temperaturd, are loc etapa de descompunere fara ardere a tuturor produsilor de

combustie formati prin fenomene de cracare si reformare, rezultand un material carbunos
(char) [81, 91].

b. Fibre de origine animala

Proteinele de tip keratind se regdsesc in randul pasarilor, mamiferelor si al reptilelor
sub diverse forme de material exoschelet ca si componenta principala (e.g., hair, feather,
skin, horns) [92, 93]. Acestea sunt unele din cele mai raspandite proteine non-food, ieftine
si regenerabile, cu o cifra de cateva milioane de tone produse annual ca urmare a activitatilor
derulate de multiple arii industriale [93-95].
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In ultimul deceniu, valorizarea si reciclarea acestor tipuri de resurse naturale,
preponderant cele sub forma de fibre, a starnit interesul si au fost propuse proceduri de
extractie si purificare a keratinei din compozitic [94, 96]. Mai departe, keratina poate fi
reintegrata in dezvoltarea de noi materiale (e.g., films, sponges, gels, foams) pentru diverse
domenii precum cel farmaceutic, cosmetic, biotehnologic, medicinal, textil si non-textil [95,
97]. In domeniul medicinal a fost raportati ca fiind avantajoasa pentru aplicatii de tip drug
delivery, tissue reconstruction, ori ca si material de implantare [97].

Keratina este caracterizatd de stabilitate termica ridicata, solubilitate redusa si de un
aranjament structural complex dat de dispunerea incrucisata a legaturilor duble de sulf dintre
aminoacizii cisteina din componenta [92, 93, 96]. Nivelul de sulf si cisteina difera in functie
de zona investigata — pentru fibrele de 1ana s-a constatat ca stratul exterior este bogat in
cistena si legaturi de S, pe cand cortexul este alcdtuit din microfibrile cu continut scazut de
S [93]. Prin urmare, rezistenta si stabilitatea fibrelor de origine animala sunt oferite de un
continut ridicat de sulf [92]. La nivel structural, modelele de difractie caracteristice ale
fibrelor redau existenta fie a keratinei de tip a, fie a celei de tip B, cu exceptia materialelor
provenite de la pasari sau reptile care pot produce ambele tipuri. Tot aparte sunt si fibrele de
1ana care in starea naturala prezintd doar o keratin helixes, insa odata cu deformarea acestora
apar si structurile de tip p [92]. Ambele structuri fibrilare sunt integrate Tntr-o matrice amorfa
de polypeptide interconectate [98].

Atunci cand sunt expuse la temperaturi ridicate, fibrele de 1ana prezinta un character
de degradare de la interior la exterior, procesul debutand cu pierderea apei adsorbite pana la
temperatura de 120-190°C [93, 98]. Descompunerea se continua in doua etape successive,
prin denaturarea structurilor cu continut scazut de sulf regasite sub forma de keratina o, pana
la aproximativ 250°C [96]. Peste temperatura de 300°C si pana la aproximativ 600-620°C
se produce si descompunerea graduala a structurilor bogate in sulf de tip B [93, 94]. Procesul
se considera astfel incheiat, produsul de combustie rezultat prin volatilizarea keratinei duble
fiind alcatuit din diversi compusi pe baza de azot si sulf [93, 96].

¢. Produse realizate cu fibre naturale

Unele metode destinate obtinerii compozitelor din fibre naturale/colagen/polimer si
hidroxiapatita au fost deja brevetate [99]. Cu toate acestea, se concentreaza pe pastrarea
aspectului poros al sablonului natural [2, 6, 34] care nu corespunde in ceea ce priveste
accesibilitatea si regenerarea resurselor naturale, nivelul predefinit de porozitate,
dimensiunea si forma porilor, morfologia si comportamentul mecanic al produsului final.

Mai exact, pentru realizarea de produse, bucati de dimensiuni si forme definite de
Luffa sunt in general sectionate si folosite ca si material schelet [16, 100, 101]. Procedura
de pregatire a acestora implicd de regula: spalare si/sau hidratare in apd distilatd pentru
cateva minute pana la cateva ore [16, 100], imersare in solutie de hidroxid de sodiu [15, 74,
100] sau expunere la diverse tratamente chimice (alkali, agenti pe baza de silan, macerare)
ori fizice (corona discharge) [74]. Cand intrd in contact cu astfel de substante, se produc
modificari benefice, la nivel structural si al suprafetei fibrelor naturale, pentru imbunatatirea
proprietatilor mecanice ori a abilitatilor de absorptie [74, 78]. Scheletul astfel pregatit este
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mai departe imersat/impregat in/cu solutie liant preparata cu polimeri de tip amidon [16],
PVA [101, 102], celuloza si/sau PLLA [15], wood chips [100] si pulbere pe baza de fosfati
de calciu, in proportii diferite. Urmeaza apoi etapa de uscare (cateva ore pana la cateva zile
la temperaturd ambiantd) si/sau sinterizare pentru eliminarea scheletului, la temperature in
plaja 600-1250°C, timp de 2 ore [16, 100-102]. Urmand procedura, arhitectura scheletului
este cea care va dicta si aranjamentul intern de pori/canale interconectate sau nu al produselor
ceramice rezultate. Pentru aplicatiile industriale, care necesitd realizarea unor produse
compozit ranforsate cu un grad ridicat de adeziune intre fibre si materialul matrice, etapa de
indepartare prin sinterizare a scheletului fibros este eliminata [90, 103, 104].

Regenerarea osoasa necesita dimensiuni ale porilor intre 100-150 um; o vascularizare
si o osificare corespunzatoare necesitd un diametru al porilor de cel putin 300 um [105].
Dimensiunea minima a porilor pentru a atinge o porozitate adecvata este considerata de la
100 pm pana la 1000 um pentru regenerarea osoasa in vivo, in timp ce osteogeneza in vitro
necesita un ordin de marime mai mic [106]. Mai mult, dimensiunea interconectarilor variaza
in intervalul de 15-50 pum, ceea ce poate asigura vascularizatia structurii si o suprafata mai
mare [5, 14]. O vascularizare adecvata este esentiald pentru colonizarea celulelor osteoblaste
sl cresterera osoasa [5]. Acest lucru se traduce prin prognoza de abordare a mai multor
cerinte ortopedice legate de gradul de micro / macro-porozitate si interconectivitate [26].

Pana in aceasta etapa, putine studii de cercetare au fost publicate cu privire la cadrul
potential al structurilor poroase bazate pe fosfati de calciu biocompatibili din natura si 14%
in greutate din fibre de luffa, prin metoda sablonului de sacrificiu. Procedura propusa in
acestea implicd insa utilizarea unui schelet ceramic si amestecarea fibrelor de Luffa fara
agenti sau solutii liante pentru generarea unui grad si model de porozitate personalizat [14,
17, 21]. Astfel se poate simula distributia aleatorie a porilor si canalelor (tortuozitate) si a
procentului de porozitate in conformitate cu regiunea osoasa afectatd. Rezultatele au aratat
ca arderea fibrelor la 1200°C a dus la formarea cu succes a unei structuri poroase cu pori $i
canale interconectate si porozitate micro-gradienta formata in interiorul canalelor [14, 17].
Mai mult, porozitatea totald (max. = 20%) si caracteristicile mecanice au fost influentate si
de forta de presare. Cresterea fortelor de presare pentru dezvoltarea produselor 3D
favorizeaza valorile rezistentei la compresiune asemanatoare oaselor (20-65 MPa), dar reduc
dimensiunile porilor si canalelor si, posibil si, capacitatea de vascularizatie si crestere osoasa
[14].

1.3.2. Agenti de consolidare pe baza de grafena

Avand 1n vedere compromisul evidentiat intre caracteristicile mecanice si
arhitecturale ale produselor 3D, a fost urmarit in continuare un mecanism de intarire prin
incorporarea materialelor pe baza de grafen (maxim 2% 1in greutate) pentru a sustine
biofunctionalizarea structurilor poroase. In special, datoriti arméturii cu grafen, proprietitile
mecanice au fost o evaluare tintd in ceea ce priveste micro-duritatea, rezistenta la
compresiune si rezistenta la indoire [20, 21]. Alegerea lor este in general motivata de-a
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lungul sarcinilor mecanice de-a lungul osului natural si a aplicabilitatii prognozate a
produselor dezvoltate.

Avand 1n vedere caracterul fragil si rezistenta la uzura, tractiune si rupere scazute a
structurilor ceramice pe baza de fosfati de calciu (poroase si compacte), necesitatea
ranforsarii acestora a devenit o directie de cercetare in sine [107-110]. Odata cu aparitia unui
defect, ruperea fragila se produce rapid de la suprafata structurii catre interior, avand efecte
catastrofice chiar din primele stagii de la momentul implantarii, motiv pentru care utilizarea
unor astfel de produse pentru aplicatii load-bearing de reconstructie osoasd a fost
restrictionatd [111-114]. Prin urmare, studiile de cercetare vizeaza combinarea si
consolidarea materialelor pe baza de fosfati de calciu cu alte materiale cu caracteristici
adecvate pentru implantare [115]. Tn ultimul deceniu, unele dintre materialele care au starnit
din ce in cel mai mult atentia cercetatorilor sunt cele pe baza de grafena [116, 117].

Termenul de grafena este dedicat pentru aranjamentul de tip unistrat al atomilor de
carbon cu structura sub forma de fagure, grafena fiind un prim exemplu de cristal
bidimensional [116, 118, 119]. Plecand de la numarul de straturi succesive de atomi de
carbon (intre 2-10 straturi), s-au dezvoltat ulterior o serie de materiale derivate, denumite si
familia materialelor pe baza de grafend, cu grosime maxima de aproximativ 100 nm:
graphene nanoplatelets (GNP), graphene nano-sheets (GNS), graphene nano-tubes (GNT),
graphene nano-onions (GNO), graphene nano-ribbons (GNR), oxid de grafena (GO) si oxid
de grafena redus (rGO), ultimele doua fiind obtinute prin metode chimice de oxidare [18,
118]. Grafena poate fi sintetizata prin mai multe procedee fizice si chimice, fiecare
conducand la obtinerea unei morfologii diferite a materialului, de unde si denumirile
prezentate mai sus [18]. Datorita proprietatilor lor mecanice (Young modulus =0.5-1 TPa,
intrinsic strength ~130 GPa), de suprafata, electrice, termice, chimice, optice si biologice,
materialele pe bazd de grafena au fost introduse si In aplicatiile din domeniul biomedical
(e.g., ortopedice, drug delivery, biosensing, cancer therapy) ca si ranforsanti mecanici,
pentru imbunatatirea stabilitatii si rezistentei mecanice a diferitelor tipuri de produse [107,
115, 120-123].

Incorporarea de materiale pe baza de grafeni ca si faza secundari pentru consolidarea
produselor ceramice destinate regenerarii osoase conduce atat la cresterea rezistentei
mecanice, cat si la imbunatatirea proprietatilor structurale si biologice, mai ales ca odata
expuse la temperaturi mai mari de 600°C grafena se oxideaza si este alteratda structural
progresiv [124, 125]. Pentru a produce efectele dorite, trebuie acordata o atentie deosebita
procesului de Tncorporare in materialul matrice, astfel ca s-au identificat o serie de factori
care pot influenta considerabil comportamentul final al produselor: i) puterea de legatura
interfatiald, ii) cantitatea de grafend, iii) metoda si gradul de dispersie/ditribuire, iv)
caracteristicile mecanice ale matricei, v) dimensiunile particulelor matricei de pulbere, vi)
eficienta stresului si transferul de sarcina de la matrice la grafena si vii) pregatirea produselor
armate [19-21, 121, 126].

Pentru produsele compozit pe baza de fosfati de calciu si grafena, mecanismele de
ranforsare vizeaza formarea unei bariere de propagare a fisurilor prin devierea fisurilor,

Teza de doctorat — Ing. Aura-Catalina Mocanu 18



Capitolul 1 — Stadiul actual al temei doctorale

ramificarea si unirea acestora [19]. Grafena sub forma de nanoplatelets prezinta o suprafata
specifica mai ridicata si un aranjament tridimensional de tip multi-layer de graphene sheets
(intre 10 si 30), fiind capabild sa Imbrace particulele ceramice si sd genereze o crestere a
suprafetei de contact cu materialul matrice [110, 127]. De asemenea, morfologia,
dimensiunea si rugozitatea suprafetei a GNP joaca un rol important pentru transferul de
sarcina mecanicad de la matricea ceramica, facilitind augmentarea mechanical interlocking
and barrier (e.g., rezistentd, rigiditate, duritate) si imbunatitirea modulului elastic al
produselor [127].

Studiile raporteaza ranforsarea cu succes a HA si/sau a materialelor bifazice HA/B-
TCP cu grafena de tip GO, rGO, nano-platelets, prin diverse metode precum, sinteza in-Situ,
sinterizare cu plasma, electro-spinning sau depunere, presare izostaticd la cald (HIP),
pulverizare la rece Tn vid si amestecare conventionala [114, 128-130]. Datorita gruparilor
functionale care se pot detasa si reatasa cu usurintd (formand materiale hibride), oxidul de
grafena (GO) a fost indicat ca fiind adecvat pentru aplicatii industriale ce necesita
modificarea suprafetei grafenei [131]. De asemenea, s-a demonstrat si influenta
functionalitatilor de oxigen asupra cristalizarii HA, nanocristalele putand creste pe suprafata
GO sau rGO [132].

Produsele compozit pe baza de HA si grafena se pot realiza sub diferite forme (e.g.,
powder, bulk, scaffold, coating, film), fiecare avand destinatd un tip de aplicatie (e.g.,
reconstructia osoasa, acoperirea implanturilor metalice) [19]. Procesul de preparare al
produselor compozit a fost raportat in unele studii cu o prima etapa de pregétire a suprafetei
materialelelor pe baza de grafend (mostly GO and rGO) in solutie de alcool izopropilic,
clorura de calciu si apa (raport volumic 1:1) si ultrasonare/agitare magnetica continua timp
de cateva zeci de minute, urmand ca pulberea de HA sa fie addugatad in solutia rezultata;
produsul final ranforsat rezulta dupa etapa de uscare timp de o zi la 40°C ori prin liofilizare
[133, 134]. Pentru materialele de tip GO si rGO prepararea se poate realiza in solutie, data
fiind capacitateaa excelenta de dispersie a acestora in medii apoase [113]. Datorita acestor
proprietdti, GO poate fi folosit si pentru legarea de ioni metalici sau nanoparticule [134].

Incorporarea materialelor de tip GNP a fost raportat atit prin rute umede cét si
uscate. In primul caz, solutiile sunt diferite fatd de GO/rGO, mostly pe baza de bromuri, iar
suspensia creata cu pulberea ceramica este supusa mai departe la etape de amestecare prin
ball milling si presare la cald [135]. Pentru a reduce si chiar elimina riscul contaminarii
materialelor pe aceasta cale, studiile publicate recent propun ranforsarea matricei ceramice
prin incorporarea mecanica si dispersarea prin ultrasonare a GNP, independent de cantitatea
de agent utilizata [20, 21]. Obtinerea produselor se realizeaza tot prin presare, insa la
temperatura ambianti. In timpul compactirii si presarii se produce orientarea prefentiala a
GNP intre particulele ceramice, blocand astfel formarea si propagarea fisurilor sau
extinderea ariei acestora [135].

Imbunatitirea functiilor mecanice a fost in general corelat cu raportul masic intre
matricea de HA/material pe baza de grafena (GO, rGO, GNS, GNP) si gradul de
omogenizare a acestor materiale, astfel ca o cantitate de GO/rGO de 1 wt.% a condus n
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general la o crestere a duritatii cu ~30%, a modulului de elasticitate cu ~50-70% si a
rezistentei la rupere (fracture toughness) cu 80—-100% [127, 128, 130]. Comparativ cu un
produs doar pe baza de HA, rezistenta la rupere si rezistenta la compresiune a produselor
compozit poate atinge chiar si valori duble odata cu incorporarea unei cantitati de 5 wt.% de
grafena, Tncadrandu-se in plaja de valori raportata pentru osul natural trabecular [120, 126].
Imbunititirea proprietatilor tribologice a produselor a fost explicati ca fiind efectul formarii
unei pelicule aderente pe bazd de carbon pe anumite zone din suprafata particulelor/
produselor in momentul uzurii [116].

Tn cazul produselor ranforsate cu GNP, rezistenta la incovoiere si fracture toughness
au Inregistrat cresteri de pana la 55% si respectiv 75% comparativ cu valorile obtinute pentru
produsele fara agent de ranforsare [135], iar rezistenta la compresiune a atins valori cel putin
duble la ratia de 1 wt.% GNP [20, 21]. Studiile cele mai recent publicate [20, 21] expun de
asemenea si posibilitatea ranforsarii unor structuri poroase dezvoltate prin intermediul
fibrelor naturale (consolidarea matricei ceramice expuse pe cele doud rute din Figura 2), si
delimiteaza concret cantitatea de grafena optima pentru ambele tipuri de produse (compacte
si poroase).

1.3.3. Influenta parametrilor de sinterizare asupra caracteristicilor globale

Conform strategiei propuse 1n aceasta teza de doctorat, au fost dezvoltate trei produse
diferite, functie de adaugarea si incorporarea a doi agenti, fibre Luffa si nanoplachete de
grafen ca porogen si, respectiv, consolidare mecanica (CaPstLuffatGNP) [13, 14, 17, 20,
21]. Consolidarea produselor presate finale a fost realizata prin sinterizare la temperatura
ridicatd. Sinterizarea este o etapa cruciala pentru inducerea caracteristicilor definitorii ale
produselor, actionand asupra acestora prin mecanismul tipului difuziei la suprafatd si la
limitele de graunte, difuziei in volum si evaporare-condensare, conducand in final si
densificarea microstructurii [136, 137].

Procesul de sinterizare, in functie de temperaturd si mediul de lucru, stabileste
caracteristicile compozitionale, arhitecturale si comportamentul mecanic al structurilor
ceramice [138-140]. Aceastd strategie permite ajustarea matricei ceramice la diferite
compozitii de faza HA/TCP dupa sinterizare, fard oxid de calciu rezidual. Datoritd
parametrilor de sinteza modulati si a tratamentului termic ulterior in atmosfera oxidativa si
reductiva controlata, un risc foarte scazut de contaminare cu reziduuri (urme de oxid de
calciu), care rezulta din reactia dintre Ca(OH)2 (obtinutd prin transformarea termica a
carbonat de calciu) si HsPOs, este asigurat [12, 13].

La temperaturi mai ridicate, descompunerea HA duce la formarea partiala a §-TCP
si a-TCP [108, 127, 139]. S-a demonstrat anterior ca la o temperatura de 1200°C, mentinuta
timp de 8 ore in atmosfera de aer, compozitia chimica initiald a materialelor ceramice
sintetizate (HA si HA/DCPD) se transforma in fosfati de calciu bifazici cu rapoarte modulate
HA/B-TCP (70-100%/30-0%) [12, 14]. Pastrand constante temperature si durata de
sinterizare, un mediu reductiv — azotul, a fost, de asemenea, luat in considerare pentru a
evalua perspectiva diferitelor compozitii de faza si degradarea sabloanelor naturale. Prin
urmare, rezultatele au indicat o descompunere accentuate aproape integrala a HA si DCPD
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n B-TCP, a-TCP si CaxP.07 phases, cu proportii diferite functie de prezenta si cantitatea de
grafend [21]. De asemenea, si faza DCPD a fost indicata ca responsabil pentru promovarea
descompunerii HA in faze de tip TCP [141], in timp ce descompunerea sa progresiva poate
conduce la aparitia fazelor de tip pirofosfat (Ca:P2.07) [142, 143].

Ambele materiale TCP prezinta o solubilitate crescutd decat cea a hidroxiapatitei si
sunt absorbite mai rapid in vivo [29, 144]. Rationamentul din spatele dezvoltarii unor astfel
de materiale se bazeaza pe similitudinea lor compozitionala cu componenta minerala a osului
natural, precum si pe proprietatile binecunoscute de biodegradabilitate, bioactivitate,
osteoconductivitate si osteointegrare care sustine remodelarea tesutului osos [13, 52, 145].
In general, materialele bifazice guverneazi dissolution rate si regenerarea tesutului gazda
dupa implantare [145].

Temperatura de disociere a sabloanelor naturale, reducerea previzibilad si influenta
mediului de sinterizare au fost, de asemenea, evaluate atat in atmosfera oxidativa, cat si in
atmosfera reductiva. S-a stabilit ca tratamentul in aer al fibrelor de Luffa se produce mai
rapid in aer datorita procesului de pirolizd, comparative cu un mediu reductive, in care
arderea fibrelor este hindered, iar degradarea se produce prin carbonizare [17, 84].

Din punct de vedere al efectului mediului de sinterizare asupra produselor dezvoltate,
independent de acesta, prin sacrificial template method, odata atinsa temperature de 1200°C,
fibrele se descompun integral [17, 21]. Se genereaza astfel in locul lor pori si canale
interconectate asemanatoate cu canalele haversine de la nivelul osului natural, fara a ramane
la interiorul acestora urme de produsi de combustie, si un gradient de micro-porozitate
datorat substantelor volatile eliminate in timpul procesului de descompunere [14, 17].
Studiile de cercetare raporteaza ca factori general importanti pentru structurile poroase
implantabile forma/geometria (e.g., sferic, rectangular, trabecular), dimensiunea (>100-200
Mm), tortuozitatea si interconectivitatea dintre pori/canale, pentru o adeziune, proliferare,
colonizare si dezvoltare celulard propice pentru formarea de vase sangvine si tesut 0S0S nou
[3, 146]. In acest sens, produsele 3D sinterizate in ambele ambiante respectd cerintele de
regenerare 0soasa.

Agentul de ranforsare pe bazad de grafena incorporat in matricea ceramica se reduce
in timpul sinterizarii la temperature ridicate (>600°C) prin procese de oxidare [114, 147] si
actioneaza pe parcursul acesteia ca si accelerator pentru descompunerea HA si a DCPD si
generator de micro-porozitate in ambele medii de sinterizare [20, 21]. Tn cadrul acestor studii
s-a raportat totodatd pentru prima data si posibilitatea combindrii grafenei cu un agent
porogen fibros, de origine naturala. Astfel, in cazul produselor poroase, grafena actioneaza
ca si adjuvant din punct de vedere compozitional si mecanic, independent de mediul de
sinterizare. Din punct de vedere mecanic, efectele mai pronuntate ale decompunerii matricei
ceramice si al formarii unui gradient de porozitate mult pronuntat, de la suprafata catre
volumul produselor, induc o fragilizare a structurilor direct-dependent de cantitatea de
grafend incorporata [21, 148].
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Astfel, in functie de tipul de produs necesar, programul de sinterizare urmat si
cantitatea de agenti (progen si de ranforsare), rezultatele delimiteaza intervale optime pentru
fabricarea de implanturi custom-made.

1.3.4. Reconstructie 3D suprafatia-volum a produselor

.....

cuantificarii anumitor parametri esentiali (e.g., rugozitate, porozitate si interconectivitate de
pori/canale) metodele de reconstructie 3D digitala, de suprafata si in volum, au fost implicate
cu success in variate aplicatii pentru mai multe arii de cercetare (de exemplu, stiinta
materialelor, geostiinta, stiinta alimentelor, biologia, fabricarea aditiva) [149, 150].

Pentru reconstructia topografica a suprafetelor de interes (materiale, celule, produse
3D) se utileaza imagini de microscopie achizitionate la diferite puteri de marite cu ajutorul
unor microscoape cu capacitate de furnizare a unei rezolutii ridicate (e.g., atomic force,
confocal or scanning electron microscope) [151-153]. Procesarea ulterioara a acestor imagini
cu softuri dedicate de reconstructie topografica a fost efectuata in majoritatea studiilor prin
intermediul suitei de programe MountainsMap® (Digital Surf, Besangon, France) [151-156].
Primul pas al procesului de reconstructie implica izolarea stratului topografic si a celui de
intensitate — analiza de la suprafata pana la adancimea maxima detectata prin intermediul
unui cod de culori (fiecare sectiune de adancime este redatad vizual cu o culoare diferita de
la bright orange — peak surface si pana la navy blue — valley depth). Prin combinarea celor
doud imagini se pot evidentia si cuantifica caracteristicile de interes (parametrii si profilele
de rugozitate) prin diferite metode (threshold, segmentare, detectie circulard) [152, 154,
156].

Tehnica X-ray CT a fost introdusa in practica curenta in a doua jumatate a secolului
XX avand o rezolutie de doar 300 pm, aceasta atingand ulterior cote mai ridicate in domeniul
submicrometric si nanometric [149, 157]. Din punct de vedere al redarii arhitecturii interne
(structura poroasa) la nivel performant, s-a raportat ca metodele ideale de reconstructie si
vizualizare ar trebui sa fie nedistructive, neinvazive, tridimensionale si sd permita analiza
repetatd a probelor in starea originala fara o pregatire obligatorie in prealabil si la parametri
de lucru normali (temperaturd ambianta si presiune atmosferica) [149, 158].

Rezolutia imaginilor de reconstructie CT este dictatd de mai multi factori, precum
sistemul optic de marire implicat, tipul si rezolutia detectorului si marimea fasciculului de
raze X [157]. Din punct de vedere al principiului fizic, se reconstruieste virtual intreaga
proba analizata prin rotirea acesteia in jurul unui ax in timp ce este baleiata de fasciculul de
raze X, urmand ca prin intermediul functiilor matematice sa fie create si analizate individual
slice-uri 2D de la nivelul probei [26, 149, 157]. Din punct de vedere digital, se recurge la
functii de filtrare, pentru imbunatitirea contrastului, si de threshold pentru izolarea si
caracterizarea detaliilor de interes din fiecare imagine-slice, Tn mod special a celor legate de
forma, dimensiunea, dsitributia si interconectivitatea porilor (voids) [149, 157, 159].

Parametrii legati de reteaua internd de pori si/sau canale dicteaza dupad implantare
modul in care se asigurd transportul nutrientilor, invazia cu celule si supravietuirea acestora
si/sau formarea de vase de sange, si implicit si a gradului de formare de tesut osos nou [160].
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Astfel, comparativ cu metodele clasice de determinare a porozitatii care prezinta o serie de
dezavantaje, prin utilizarea tehnicilor nedistructive se poate urmari constant arhitectura
probelor pe parcursul fluxului tehnologic si se pot imbunatati caracteristicile produselor
pentru o compatibilitate optima cu zona de reconstruit [26, 150, 161].

In ceea ce priveste produsele 3D poroase dezvoltate prin implicarea de fibre naturale
de Luffa, tehnica nano-CT a fost implicata inca de la inceput pentru a evidentia fezabilitatea
metodei de obtinere a produselor [14]. Even more so, s-a conturat si demonstrat capacitatea
acestor fibre de a genera pori si canale interne interconectate, distribuite aleatoriu la
interiorul produselor, prin descompunere completa, fara urme de produsi de combustie [14,
17, 21]. Astfel, s-a observat si modul in care structura fibrelor se transforma sub influenta
temperaturii ridicate din compact in sectiuni tubulare cu pereti sub forma de matrice poroasa
[17]. Aceste sectiuni tubulare izolate prin reconstructie 3D la nivel de produs se identifica
cu canalele formate, acestea preluand aspectul tortuos, conform cu modul de integrare a
fibrelor in matricea ceramica [17, 21]. Mai mult decét atat, dat fiind procesul de eliminare al
substantelor volatile in timpul degradarii termice a fibrelor raportat ca fiind responsabil
pentru microstructura poroasa a fibrelor post sinterizare, s-a investigat si suprafata internd a
canalelor [14]. S-a demonstrat, prin procesarea digitald a micrografiilor SEM cu softul
MountainsMap®, ca proprietatile de porozitate se transferd de la fibre cdtre matricea
ceramica Tm timpul trataemntului termic, canalele prezentdnd la interior o textura
microporoasa si un grad de rugozitate considerabil, aspect considerat favorabil pentru
ancorarea mai facila a celulelor si formarea mai rapida de tesut osos nou [17, 162].

Teza de doctorat — Ing. Aura-Catalina Mocanu 23



Contributii privind fabricarea unor structuri
3D din pulberi biomimetice cu aplicatii biomedicale

1.4. Caracterizarea si testarea in vitro a produselor obtinute pentru aplicatii
biomedicale

In vederea parcurgerii unui program de investigatii complet, materialele si produsele
pe baza de CaPs, sintetizate si procesate conform procedurii dezvoltate, au fost testate in
vederea evaludrii comportamentului biologic in vitro prin mai multe metode. Astfel,
pulberile derivate din marmura si socici la toate concentratiile de H3PO4 au fost studiate din
punct de vedere al viabilitatii si proliferarii celulare (teste LIVE/DEAD, MTT) pe linii
celulare de tip pre-osteoblaste, in extraction media [13]. Rezultatele au confirmat capacitatea
acestora de a sustine si facilita supravietuirea si proliferarea celulelor, morfologia si
densitatea acestora ramanand nealterate de cantitatea de acid/tip de CaPs sintetizat (HA,
DCPD, DCPA), pentru ambele perioade de incubare (1-3 zile). Prin urmare, toate materialele
dezvoltate prezinta proprietati de biocompatibilitate adecvate pentru utilizarea in aplicatiile
de regenerare osoasa.

Odata cu stabilirea rutelor de procesare a materialelor pulverulente, produsele green
si sinterizate au fost supuse de asemenea uneie tape de testare celulard complexa, utilizand
aceeasi gama de celule pre-osteoblaste [12, 52]. Testele de toxicitate prin analiza eliberarii
de enzyme LDH nu au indicat alterarea membranei plasmatice nici la perioade lungi de
incubare (4 zile). Mai mult decét atat, testele de viabilitate si proliferare celulara au evidentiat
o afinitate crescutda a produselor ceramice derivate din marmura si scoici, comparativ cu
proba de referintd (HA comerciald). Din punct de vedere al adeziunii celulare si morfologiei
celulelor, imaginile de microscopie prin fluorescentd confirma capacitatea de dezvoltare,
maturare si raspandire a filamentelor de actind si vinculina pe toate suprafetele investigate.

Evaluarea citotoxicitatii in vitro a produselor de ardere pure, o noud abordare in
caracterizarea schelelor, este obligatorie pentru a stabili ce sabloane sunt adecvate pentru o
analiza ulterioara in vivo si sunt fara risc pentru pacient. In acest sens, mediile de extractie
pe baza de produsi de combustie (char powders) au fost investigate pentru prima data din
au indicat o viabilitate si proliferare a celulelor osteoblaste mai mare de 95% pentru ambele
perioade de incubare, astfel ca exista o probabilitate foarte scazuta sa apara efecte citotoxice
sl riscurl asociate pacientilor in cazul in care pe suprafata canalelor interne rdman urme de
produs de combustie (char).

Un alt aspect cheie pentru succesul regeneratii osoase in Vvivo, consta in investigarea
compotamentului biologic al componentei de ranforsare mecanica [35]. Astfel, studiile
dedicate pentru materialele pe baza de grafend au raportat cd raspunsul biologic si
viabilitatea celulelor sunt Tn primul rand dependente de dimensiunea si morfologia acestora
[18, 163]. Dimensiuni de ordinul nanometrilor au condus la scaderea viabilitatii celulare. Cu
toate acestea, materialele sustin cresterea si proliferarea celulelor fibroblaste si osteoblaste
in functie de cantitatea incorporata [130]. S-a demonstrat cd, in functie de structura
bacteriilor, al timpului de expunere si al concentratiei de grafena, aceasta inhiba cresterea
bacteriilor de tip Escherichia coli, Staphylococcus aureus si Bacillus subtilis si distruge
membrana celulara a acestora la cateva ore dupa initierea contactului direct [118, 163, 164].
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Abstract: Calcium carbonate from marble and seashells is an eco-friendly, sustainable, and largely
available bioresource for producing natural bone-like calcium phosphates (CaPs). Based on three main
objectives, this research targeted the: (i) adaptation of an indirect synthesis route by modulating the
amount of phosphorus used in the chemical reaction, (ii) comprehensive structural, morphological,
and surface characterization, and (iii) biocompatibility assessment of the synthesized powdered
samples. The morphological characterization was performed on digitally processed scanning
electron microscopy (SEM) images. The complementary 3D image augmentation of SEM results also
allowed the quantification of roughness parameters. The results revealed that both morphology and
roughness were modulated through the induced variation of the synthesis parameters. Structural
investigation of the samples was performed by Fourier transform infrared spectroscopy and X-ray
diffraction. Depending on the phosphorus amount from the chemical reaction, the structural studies
revealed the formation of biphasic CaPs based on hydroxyapatite/brushite or brushite /monetite.
The in vitro assessment of the powdered samples demonstrated their capacity to support MC3T3-E1
pre-osteoblast viability and proliferation at comparable levels to the negative cytotoxicity control and
the reference material (commercial hydroxyapatite). Therefore, these samples hold great promise for
biomedical applications.

Keywords: dolomitic marble; seashell; CaCO; derived-calcium phosphates; modulated synthesis
set-up; SEM; image analysis; pre-osteoblasts
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ABSTRACT

The bone remodeling research field has shifted focus towards sustainable, eco-friendly and reproducible man-
ufacturing technologies of 3D structures. It is now accepted that a suitable internal architecture and an active
interface between the 3D structure and host bone-tissue constitute the two most critical traits for a successful
bone tissue engineering application.

A completely reproducible synthesis set-up was recently developed for calcium phosphate (CaP) bioceramics
preparation from natural highly available marble and seashells. The influence of the pressing force in the fab-
rication process of porous 3D scaffolds derived from such CaPs by a sacrificial porogen method using natural
fibers is here investigated. The fiber-ceramic based-products underwent thermal processing, followed by surface
and volume features characterization. After fibers” thermal removal, interconnected 3D channels were obtained,
which could allow a suitable in vivo irrigation and implant-associated negative side-effects prevention. This
method provides the prospect of tunable HA/B-TCP content in the case of both precursors' derived-scaffolds.

‘The morphological results revealed the internal and external pores dimensions, modulated through different
pressing forces that led to a controlled total porosity, evidenced by computed tomography techniques. Further,
the wettability and mechanical features supported the advance of the novel porous-ceramic-structure designs as

reliable bone reconstruction alternatives.

1. Introduction

Incrementally, in the past two decades, it has come to attention the
possibility to integrate/adapt plentiful natural resources for bone tissue
engineering applications. This comes as a response to the (i) higher
frequency and (ii) intricacy of orthopedic problems, correlated with (i)
global population growth, tendency to pro-active lifestyles and in-
creasing life expectancy, and (ii) large defects generaled by trauma,
pathological conditions or tumor resection [1,2]. Given the complexity
of the defects that fall outside the bone ability to self-repair, bone tissue
engineering is often seen as an interdisciplinary strategy meant to re-
duce and overcome the need for autologous bone transplantation,
which is the gold standard for osseous reconstruction [3,4]. For

* Corresponding authors,

successful surgical intervention, the substitute structure needs to har-
moniously combine key bone-mimicking requirements such as chemical
composition, 3D structure, mechanical features and biological behavior
[4-61.

In this regard, scaffolding methods from conventional techniques to
additive layer manufacturing have drawn special attention and occupy
important places amid the fabrication technologies of 3D structures [7].
However, none of them is flawless, especially when it comes to bone-
like ceramic materials processing. Nowadays, the prominent materials
for bone reconstruction are the calcium phosphates (CaP), among
which hydroxyapatite (HA, Ca,o(PO4)¢(OH),) and B-tricalcium phos-
phate (p-TCP, rhombohedral Cas(PO,).) are the most important due to
their adequate chemistry, mechanical features and capacity to promote
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1. Introduction

ABSTRACGCT

For successful bone remodelling, the implantable 3D structures require suitable internal architectures which can
be achieved by the use of fibres as natural templates. The ability of fibres to generate complex configurarions for
3D bioceramic products was preliminary reported by sacrificial fibrous-porogen method. This study aims to
demonstrate the safe-prospect of repurposing natural-fibres (ie. luffa, hemp, wool) for embedment into a cal-
cium phosphate (CaPs) matrix prepared through a completely reproducible route, and the beneficial influence of
fibres upon structural, topographic and mechanical features of CaPs-products, since a complete assessment of the
fibres-combustion-products resulted after thermal treatment was not yet disclosed. The complex investigation
program based on i) thermo-gravimetric (TGA-DTG), ii) structural (XRD, FTIR-ATR), iii}) morpho-compositional
(SEM/EDS) and, most importantly, iv) biclogical cytotoxicity assays of fibres-derived chars, clearly indicated that
luffa-fibres are the safest (>95% cell-survival) to be considered for bioceramic porous-orthopaedic-implants.
Further, as exposed by nano-CT, the high temperature pyrolysis of luffa-fibres led to 3D interconnected chan-
nels inside the products, which allows a suitable vascularization and osteointegration. The topographic recon-
struction of channels-inside-surface revealed a secondary 3D network of micro-pores. Along with the mechanical
features, the novel bioceramic porous structures stand as reliable bone-repair alternatives.

disease transmission and morbidity) [4,5]. Therefore, the target is to
reduce the need of autologous grafts harvesting by developing valid

Concerning the direct impact on the bone tissue engineering field,
the strategy of employing natural porous resources (e.g. marine sponges,
algae, coral, wood) as reinforcement for the bioceramic produets by
replica method or direct foaming [1-3] may come as a response to
current high frequency age-related pathologies, the limited capacity of
bone to repair itself in eritical situations (e.g. large defects generated by
trauma, chronie diseases or tumour resection) and to the well-known
demerits of the bone repair gold standard (i.e. insufficient donor sites,

* Corresponding author.

tissue-engineering alternatives.

The last century historical events, the economic downside and the
global inerease of energy consumption motivated the current generation
of scientists to comprehensively explore the future of “high-performance
fibres (HPF)", apart from their natural destination in the fashion in-
dustry [6,7].

Biofibres, either as plant-derived (e.g. hemp, cotton or luffa sponge-
gourds), mineral (e.g. graphite) or animal-keratin-based (e.g. hairs,
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Abstract: A successful bone-graft-controlled healing entails the development of novel products with
tunable compositional and architectural features and mechanical performances and is, thereby, able
to accommodate fast bone in-growth and remodeling. To this effect, graphene nanoplatelets and
Luffa-fibers were chosen as mechanical reinforcement phase and sacrificial template, respectively,
and incorporated into a hydroxyapatite and brushite matrix derived by marble conversion with the
help of a reproducible technology. The bio-products, framed by a one-stage-addition polymer-free
fabrication route, were thoroughly physico-chemically investigated (by XRD, FTIR spectroscopy, SEM,
and nano-computed tomography analysis, as well as surface energy measurements and mechanical
performance assessments) after sintering in air or nitrogen ambient. The experiments exposed that
the coupling of a nitrogen ambient with the graphene admixing triggers, in both compact and porous
samples, important structural (i.e., decomposition of B-Ca3(POj4); into a-Ca3(PO4); and a-CayP,05)
and morphological modifications. Certain restrictions and benefits were outlined with respect to
the spatial porosity and global mechanical features of the derived bone scaffolds. Specifically, in
nitrogen ambient, the graphene amount should be set to a maximum 0.25 wt.% in the case of compact
products, while for the porous ones, significantly augmented compressive strengths were revealed at
all graphene amounts. The sintering ambient or the graphene addition did not interfere with the
Lufffa ability to generate 3D-channels-arrays at high temperatures. It can be concluded that both Luffa
and graphene agents act as adjuvants under nitrogen ambient, and that their incorporation-ratio can
be modulated to favorably fit certain foreseeable biomedical applications.

Keywords: marble; graphene; Luffa; sintering ambient; reinforced bio-products; biomedical; applica-
tions

1. Introduction

Incipient discoveries in the realm of ceramic materials for bone healing applications
can be dated back to over half a century ago [1,2]. However, it was not until the beginning
of the 1980s that the medical community started using and marketing calcium phosphates

Materials 2021, 14, 2198. https:/ /doi.org/10.3390/ma14092198
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Capitolul 3 — Concluzii generale

La nivel global, in domeniul stomatologic si ortopedic exista anual un numar ridicat
de cazuri care presupun implantarea unor produse de substitutie osoasd. Subiectul tezei de
doctorat a fost ales din considerente legate de unele aspecte corelate cu defectele osoase care
pot fi rezolvate mai greu folosind produsele actuale. Cercetarea experimentala a vizat
dezvoltarea unei tehnologii de fabricatie noi, complete, reproductibile, ieftine si sustenabile
a unor produse 3D de restaurare si substitutie/reconstructie osoasa. Produsele care pot fi
obtinute folosind aceasta tehnologie sunt obtinute din biomateriale ceramice nanostructurate
derivate din resurse naturale, cu un comportament biologic performant si prezintd
caracteristici interne (compozitie, structura, porozitate), externe (proprietati de suprafata) si
mecanice modulabile, in functie de necesarul pacientului.

In general, se considerd ca un material ideal pentru regenerarea osoasi trebuie si
imbine armonios caracteristicile compozitionale, structurale, geometrice/arhitecturale si
mecanice, pentru asigurarea succesului in vivo. Plecand de la aceste considerente, cercetarile
experimentale si implicit teza de doctorat au fost structurate in conformitate cu schema
prezentata la pagina 4. Rezultatele obtinute folosind aceasta secventa logica au fost publicate
in reviste de specialitate si prezentate la conferinte, pentru fiecare etapa sau stagiu de
dezvoltare de material/produs 3D existand cel putin un articol stiintific publicat.

Urmérind o directie environmentally-friendly, studiul a pornit de la premisa
precursori de origine naturala de tip marmura si scoici marine autohtone (carbonat de calciu).
Acestea constituie alternative avantajoase pentru sinteza materialelor de substitutie osoasa.
In acest sens, varianta de sinteza aleasa a implicat precipitarea umeda, cu adaos de reactiv
chimic necesar (acid fosforic). Plecand de la datele prezentate in literatura de specialitate, s-
a reusit rafinarea rutei de sinteza, prin utilizarea unei cantitati de acid fosforic pana la nivelul
maxim permis, suplimentar fatd de cantitatea stoechiometrica calculatd. Astfel, s-au obtinut
fosfati de calciu biomimetici, prin conversia separatd a celor doud resurse naturale de
carbonat de calciu (Articolul 1). Tn cadrul acestei prime etape, obiectivul principal a implicat
obtinerea unei rute reproductibile, cu parametri de lucru bine stabiliti, pe baza carora sa se
poatd sintetiza si obtine in final o plajd cat mai larga de pulberi cu compozitie fazica
modulatd: HA—HA/DCPD—HA/DCPA—f-/a-TCP, in proportii diferite.

Tinand cont de destinatia materialelor si a produselor derivate, au fost necesare studii
avansate pentru investigarea proprietatilor de suprafata si a celor biologice. Reconstructiile
topografice digitale efectuate cu softul MountainsMap au reliefat texturi microporoase
pentru intreaga gamd de materiale sintetizate, indiferent de precursorul natural ori de
cantitatea de acid implicate. Proprietatile de biocompatibilitate si caracterul non-citotoxic al
materialelor pulverulente au fost demonstrate prin teste de viabilitate, citotoxicitate si
proliferare celulard si analizd microscopica prin fluorescentd, evidentiindu-se niveluri
comparabile cu cele ale unui material comercial de tip hidroxiapatita.
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Pentru dezvoltarea unor prototipuri de produse 3D poroase folosind materialele
bioceramice sintetizate, solutia aleasa a presupus incorporarea unor fibre naturale, de origine
vegetald (luffa cilindricasi canepd) si animald (1and) (Articolele 2 si 3). O prima etapa in
procesul de dezvoltare a structurilor poroase, corelata cu necesitatea indeplinirii criteriului
de biocompatibilitate a acestora, a implicat caracterizarea produsilor de combustie/ardere a
fibrele de Luffa cylindrica, canepa si 1ana care au fost alese ca potentiali agenti porogeni.
Prin aplicarea unor tratamente termice (pana la 1200°C) asupra acestor fibre, s-a observat
descompunerea completa doar in cazul fibrelor de Luffa, in atmosfera de lucru oxidativa
(aer). Cercetdrile au continuat cu evaluarea citotoxicitatii, demonstrandu-se caracterul
citocompatibil al tuturor produsilor de combustie. Cele mai ridicate rate de viabilitate si
proliferare celulara au fost identificate pentru produsii de combutie rezultati din fibrele de
Luffa.

Produsele prototip obtinute au prezentat canale interne formate prin dezintegrarea
termica a agentului porogen de tip Luffa cylindrica. In vivo, acestea permit irigarea
produselor ceramice massive pentru substitutie osoasa cu un flux adecvat de sange si fluide
corporale. Astfel, folosind materiale bioceramice sintetizate in conditii stoechiometrice
(hidroxiapatita din scoici marine si fosfat de calciu bifazic HA/DCPD din marmura), s-au
dezvoltat cu succes i) produse compacte si ii) structuri poroase cu canale interne
interconectate prin aditia one-step a fibrelor naturale de Luffa. Nu au fost utilizate materiale
liant sau tratamente chimice aplicate in prealabil asupra fibrelor, sinterizarea finala fiind
efectuata 1n aer, la temperaturi inalte (1200°C).

In cazul produselor de substitutie osoasi, unele dintre cele mai importante aspecte
clinice sunt legate de proprietitile de suprafati si de cele mecanice. In acest sens, acestea au
fost studiate pentru ambele tipuri de produse dezvoltate, pentru obtinerea unor caracteristici
surface-volume adecvate fiind analizat ca parametru cheie forta de presare. In cazul
produselor ceramice obtinute prin metoda adaosului de sacrificiu, presiunea cu care sunt
comprimate amestecurile de pulberi bioceramice si fibre induce dimensiunea (diametrul)
canalelor si caracteristicile mecanice. Cercetdrile efectuate in acest sens au condus la
concluzia cd utilizarea unor forte de valoare ridicata poate imbunatati comportamentul si
proprietdtile mecanice, dar modificd drastic aspectul retelei 3D interne de micro-pori si
de vascularizare si formare de tesut osos nou. Se ajunge astfel la un prim compromis necesar
pentru asigurarea caracteristicilor optime de porozitate si rezistentd mecanica in vederea unei
osteointegrari adecvate.

Pentru obtinerea unor caracteristici mecanice superioare, o etapd ulterioard a
cercetarii s-a bazat pe continuarea procesului one-step de dezvoltare al produselor compacte
si poroase, prin ranforsarea acestora cu nanoplachete de grafend. S-a reusit dispersarea
omogena a acestora In pulberea bioceramica, indiferent de cantitatea folositd. Consolidarea
sl particularitatile definitorii pentru comportamentul mecanic al produselor finite (compacte
si poroase) au fost studiate in functie de tratamentul termic aplicat. Un factor determinant
este reprezentat atomesfera gazoasa din interiorul cuptorului de tratament termic (Articolul
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4). Astfel, modularea mediului de lucru in prezenta agentului de ranforsare conduce la
disparitia acestuia si la aparitia unei variabilitati compozitionale favorabile de fosfati de
calciu monofazici, bifazici si trifazici, fiecare combinatie prezentand caracteristici mecanice
in concordanta cu cerintele de regenerare osoasd. Suplimentar, conversia matricei ceramice
intr-o gama diferita de fosfati de calciu ofera posibilitatea stabilirii unei resobtii
programabile a substituentilor ososi bioceramici si in consecintd, a unei regenerari osoase
mai rapide, dupa implantarea produselor respective.

Consecintele favorabile ale aditiei de grafend pot fi urmadrite mai departe de
comportamentul mecanic, prin generarea unei micro-porozitati aditionale la nivelul
componentei ceramice compacte. Corelat cu capacitatea fibrelor de Luffa de a genera
structuri de canale interne cu distributie asemanatoare cu distributia spatiald a vaselor de
sange la nivelul osului natural, produsele obtinute folosind aceasta tehnologie au
caracterisitile optime necesare substituentilor ososi folositi In stomatologie si ortopedie.
Modificarea plajei compozitionale induce si schimbari morfologice importante pentru
rezistenta mecanica globala a produselor, prin extinderea dimensiunii grauntilor si a porilor
din matricea ceramica.

Pe termen lung, se preconizeaza ca tehnologia de fabricare dezvoltata va conduce la
aparitia unor produse cu destinatie medicald superioare, in primul rand prin extinderea plajei
de aplicatii posibile. Dependent de cazul medical particular, se pot folosi produse cu diferite
caracteristici la nivel compozitional, morfologic, arhitectual si mecanic, pentru fiecare
pacient in parte. Tehnologia permite modularea fiecarui astfel de parametru, prin alegerea
favorabild a precursorului natural, a raportului optim agent porogen/agent de ranforsare si
pana la selectia mediului de sinterizare, pentru a se dobandi efectele benefice ale produselor
(bone regenerator sites) custom-made.
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Studiile experimentale prezentate in cadrul acestei teze de doctorat implica o serie
de contributii originale care au urmarit dezvoltarea unei rute tehnologice integrate pentru
obtinerea unor materiale bioceramice pe bazd de fosfati de calciu de origine biogend. S-a
reusit obtinerea unor materiale pentru substitutie osoasa noi, cu directd aplicabilitate ca
implanturi stomatologice si ortopedice pentru reconstructia defectelor osoase cu dimensiuni
si caracteristici variabile. Tehnologia propusa poate fi privitd ca un proces cu trei etape de
dezvoltare.

Prima etapa s-a bazat pe rafinarea si perfectarea rutei de sinteza a unor materiale
bioceramice de origine biogena. S-au folosit resurse naturale sustenabile de tip carbonat de
calciu, precum marmura si scoicile marine autohtone, pentru obtinerea pe cale facila si cost-
efficient a materialelor vizate: fosfati de calciu monofazici si/sau bifazici. In acest sens, s-a
stabilit ca un prim factor cheie implicat in sinteza corecta si reproductibild a materialelor
bioceramice este cantitatea de reactiv chimic necesar pentru conversia resurselor naturale
Caracterizarile fizico-chimice efectuate au conturat dinamismul reactiilor chimice,
evidentiind trei plaje compozitionale cu rezultate reproductibile si precipitarea HA n
conditii stoechiometrice, doar pentru resursele de tip scoici.

® O contributie importantd in domeniul tezei este reprezentatd de faptul cd s-au
identificat pentru prima data prin sinteza de tip precipitare umeda din resurse de tip marmura
si scoici doud tipuri de compozitii. Prima este reprezentata de amestecul bifazic HA/DCPD
obtinut stabil pana la adaosuri de acid fosforic de 10% si 10-30%. A doua presupune
posibilitatea de obtinere a amestecului bifazic HA/DCPA care se stabilizeaza la plaje de
concentratii mai ridicate, pana la maximum 90%, pentru ambele tipuri de materiale derivate.
Pentru determinarea plajei optime (in intervalul 0-30%) de utilizare a reactivului chimic, in
concordanta cu cerintele pentru produsele substitutie si reconstructie osoasa, s-au efectuat
studii complexe de redare digitald a topografiei, folosind softul MountainsMap. Astfel, s-a
evidentiat caracterul microporos al materialelor independent de precursorul natural sau de
cantitatea de acid utilizatd, insa cu grad de rugozitate diferit. Toate materialele sintetizate au
fost caracterizate in vitro pentru determinarea performantelor biologice.

O Un alt element de noutate reliefat in cadrul cercetarilor este reprezentat de stabilirea
unui protocol de fabricare one-step a unor produse ceramice ,,green” cu porozitate spatiald
controlatd si arhitecturd internd cu canale interconectate, asemandtoare cu cea a osului
natural. Indeplinirea acestui obiectiv a presupus folosirea unor agenti porogeni din gama
fibrelor naturale cu posibilitate de descompunere si reducere la temperatura inalta, metoda
denumita fibrous sacrificial template method. Procesul propus contribuie la eliminarea
etapelor intermediare de tratament chimic al fibrelor, a necesitdtii utilizdrii materialelor
liante (raportate pentru asigurarea conexiunii dintre agentii porogeni si materialul matrice)
st implicit a riscurilor asociate acestora chiar si dupa sinterizarea la temperaturi inalte (e.g.,
reziduuri remanente toxice), si a solutionarii problemei de vascularizare a produselor de
osteo-reconstructie.
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O Pentru prima data s-a reusit parametrizarea procesului tehnologic, prin stabilirea
conditiilor optime de comprimare si sinterizare a amestecurilor de material ceramic si fibre
naturale. S-au investigat exhaustiv si comparativ produsii de combustie/ardere rezultati in
urma descompunerii termice a fibrelor naturale in doud medii de lucru (aer/azot).
Tratamentele termice efectuate pe trei tipuri de fibre naturale (e.g., Luffa cylindrica, canepa,
1and) au evidentiat posibilitatea dezintegrarii termice complete doar a fibrelor de Luffa si cu
precadere in atmosfera de lucru de aer, la temperatura mai mari de 1000 °C.

© O altd caracteristicd importantd pentru domeniul abordat este reprezentatd de
expunerea pentru prima datd a caracterului biocompatibil a produsilor rezultati in urma
descompunerii termice a fibrelor, prin efectuarea unor teste de citotoxicitate in vitro. Printre
altele, s-a identificat si tipul de fibra naturala care genereaza un produs de combustie patient-
risk-free (>95% viabilitate si proliferare celulara) si capabil sd genereze canale cu
dimensiuni comparabile cu cele de la nivelul tesutului osos.

© Un rezultat important il reprezintd identificarea rezultatului procesului de
descompunere termica a fibrelor naturale in sine, care este Insotit de evacuarea compusilor
volatili rezultati. Acest process conduce la formarea unei matrici porose in canalele generate
de descompunerea fibrelor, aparand astfel un gradient de micro-porozitate identificat la
suprafata probelor poroase si in Intregul volum al acestora. Prezenta fibrelor de Luffa in
timpul tratamentului termic conduce la conservarea fosfatului de calciu bifazic format de tip
HA/B-TCP, cu dimensiuni crescute de cristalit si proportii diferite functie de precursorul
natural (70-100%/30-0%), fara alterarea parametrilor de retea.

Pastarea configuratiei poroase a produselor si totodatd imbunatatirea caracteristicilor
mecanice ale acestora a necesitat dezvoltarea unei modalitati compatibile de consolidare prin
ranforsarea matricei bioceramice. S-a optat pentru folosirea unui material de ranforsare cu
capacitate ridicata de distributie si Incorporare in matricea ceramica de tip fosfat de calciu si
de densificare superioara a produselor la temperatura ridicatd, urmarindu-se procesul de
sinterizare Tn doua medii diferite (oxidativ vs. reducétor/aer vs. azot).

® O descoperire importantd consta in demonstrarea gradului de influenta a agentului
de ranforsare de tip nanoplachete de grafenad asupra caracteristicilor compozitionale si
arhitecturale in vederea obtinerii de produse compacte, precum si compatibilitatea cu fibrele
de Luffa. Aceste aspecte au fost analizate pentru toate cantitatile de grefena Incorporata,
delimitandu-se clar raportul adecvat de combinare a celor doi agenti pentru produsele
poroase, aspect unic in literatura de specialitate.

® S-a stabilit efectul mediului de tratament termic asupra produselor obtinute. Pentru
ambele medii de sinterizare (aer si azot), prezenta concomitentd a grafenei si a lufei
reprezintd un factor de influentd compozitionala si structurald. Mediul oxidativ favorizeaza
descompunerea accentuatd a matricei ceramice pana la extinctia HA sau HA/DCPD si
formarea integrald a fosfatului tricalcic B-TCP, in timp ce mediul reducétor conduce la o
descompunere a compusilor initiali in proportii variabile de B-TCP, a-TCP si Ca2P207 odata
cu cresterea cantitatii de grafena.
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O S-a determinat cantitatea optima de grafena care poate fi folosita, in functie de tipul
de produs dorit si de mediul de sinterizare. Astfel, pentru produsele compacte, in cazul
sinterizdrii in azot, cantitatea maxima este de 0.25 wt.%, In timp ce pentru cele poroase
restrictiile sunt impuse de sinterizarea in aer pana la maxim 0.50 wt.%. Fiecare combinatie
de fosfati de calciu prezinta proprietati mecanice si grade de resorbabilitate diferite, adecvate
pentru mai multe tipuri de aplicatii de regenerare osoasa.

In consecint, studiile derulate au condus la dezvoltarea unei noi tehnologii complete
pentru fabricarea de produse 3D compacte si poroase (composite assemblies) cu proprietati
modulabile, capabile sa satisfacad o plajd larga de cerinte pentru implementarea mai departe
in aplicatii substituenti ososi, load- and non-load bearing. Produsele care pot fi astfel obtinute
pot fi fabricate custom-made in functie de specificitatea defectului osos si de gama de
proprietati necesara la nivel de pacient.

Importanta contributiilor originale aduse in domeniul ingineriei materialelor si
prezentate In cadrul acestei teze de doctorat a fost sustinutd si recunoscuta in cadrul a 5
conferinte internationale si prin publicarea rezultatelor 1n 4 articole stiintifice, in reviste de
specialitate pentru domeniul abordat, cotate Clarivate Analytics si cu factor de impact in
intervalul 3.623 — 6.707.

Based on the developed manufacturing technology proposed in the PhD thesis, a
national patent application was filed (A-00258) on May17" 2021: ,.Procedeu de obtinere a
unui produs pentru reconstructia defectelor osoase, pe baza de hidroxiapatita si fosfat de
calciu bifazic biogen” by F. Miculescu, A.C. Mocanu, G. Stan, I.V. Antoniac, M.C. Costoiu,
S.I. Voicu, M. Miculescu, .M. Mates, A. Semenescu.

Rezultatele obtinute in cadrul acestei teze de doctorat pot fi completate in viitor cu
unele cercetari experimentale:

> testare preclinica, in vitro si in vivo pe model animal, si validarea metodei de
fabricare si a programului de caracterizare a materialelor si produselor derivate din marmura
si scoici marine;

> studii de reproductibilitate a rutei de sinteza perfectate urmarind influenta habitatului
natural asupra proprietatilor finale ale materialelor si produselor (aplicabil pentru scoici);

> obtinerea unor materiale de referinta/control, cu parametri de obtinere si procesare
bine delimitati, cu raporturi cunoscute intre diferitele tipuri de fosfati de calciu constituenti,
si care sa fie utilizate ulterior in analiza calitatii altor produse de tip substituent 0sos.
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