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Introducere

Functionalizarea suprafetei implanturilor este in prezent cea mai avansata
abordare in domeniul implantologiei. De exemplu, filmele subtiri bioceramice sunt
utilizate astazi pentru protezele medicale cu scopul de a modifica suprafata implanturilor
[Mihailescu I.N., 2005]. In cazul patologiei cranio-spinale, functionalizarea implanturilor
metalice cu filme subtiri de hidroxiapatita (HA) si biosticle (Ib. eng. Bioglasses, BG) sunt
principalele directii vizate in cercetdrile recente cu scopul imbunatatirii generale a
biointegrarii. Succesul final si timpul de viatd al implanturilor osoase sunt determinate de
calitatea interactiunii os-implant, care este caracterizata de o integrare stransa a osului cu
suprafata implantului, urmarindu-se obtinerea unei bioconexiuni interfaciale active.
Realizarea unei astfel de interfete implica procese complexe si depinde de numerosi
factori, pe langa cei chirurgicali si cei legati de pacient. Mai mult, reactia interfaciala a
osului in cazul implanturilor medicale i dentare depinde atat de topografia si chimia
suprafetei, cat si de proprietatile mecanice ale biomaterialelor de implant utilizate.

Aceasta lucrare este organizata in sase capitole, dupa cum urmeaza.

In primul capitol am trecut in revisti atat informatiile legate de
biocompatibilitatea §i osteointegrarea implanturilor in organism, cat si pe cele legate de
reactiile si fenomenele care se petrec la nivelul interfetei implant-tesut viu.

Capitolul 2 intitulat ,,Materiale, metode si dispozitive utilizate pentru sinteza de
filme subftiri nanostructurate”, abordeaza procesele de obtinere a pulberilor folosite in
experimente, materialele si tehnicile laser utilizate pentru sinteza de straturi subtiri, si
respectiv tehnicile de analiza aplicate pentru caracterizarea structurilor depuse.

Capitolul 3, ,,Sinteza de oxizi metalici prin PLD si PLD Combinatorial”, este
structurat in doud parti. In prima parte sunt prezentate depunerile de oxizi conductivi
transparenti (ex. IZO) printr-o metoda relativ noud, CPLD. In partea a doua, am introdus
rezultatele obtinute prin sinteza PLD de filme subtiri si nanoparticule (NP) de oxid de
Zinc (ZnO) pe substraturi textile. Am urmarit obtinerea de structuri care sd asigure
protectia impotriva radiatiilor Ultra-Violete (UV), a mucegaiurilor si bacteriilor si sa

promoveze totodata un comportament superhidrofob.



In Capitolul 4, ,.Filme subtiri de HA pure si dopate depuse prin PLD”, am reunit
rezultatele privind sinteza prin PLD de filme nanostructurate osteoconductive de HA pe
suport de polimetilmetacrilat (PMMA). Studiile in vitro au demonstrat cd structurile
HA/PMMA au fost compatibile cu celulele osoase umane, prezentand un puternic
comportament osteoconductiv, adecvat aplicatiilor neurochirurgicale. In studii
complementare am depus prin PLD filme HA de origine animala dopate si HA pura. In
baza performantelor superioare demonstrate ale HA de origine animala, este de asteptat
obtinerea unor acoperiri cu durate de osteointegrare mai scurte si osteoconductivitate
substantial imbunatatita.

Capitolul 5, ,,Studii in vitro si in vivo pe filme nanostructurate de biosticle si
hidroxiapatit sintetizate prin PLD”, este structurat in trei parti. In prima parte, am
prezentat rezultatele sintezei prin PLD a BG cu doud compozitii de dioxid de siliciu
(Si0,). In partea a doua am reunit rezultatele sintezei prin PLD de filme HA pe
implanturi comerciale 3D de titan (Ti) (suruburi). In ultima parte am prezentat datele
privind sinteza prin PLD a filmelor HA pe mese chirurgicale de Ti. Rezultatele testelor
biologice in vitro au validat utilizarea acestora in studii clinice in vivo.

Capitolul 6, ,,Concluzii”, sumarizeaza principalele contributii originale pe care se

bazeaza aceasta lucrare.



CAPITOLUL 1. Consideratii generale

Conceptul clasic de biocompatibilitate se referd la inertie, absenta toxicitatii si
tolerantd. Niciun material implantat intr-un tesut viu nu este de fapt inert din punct de
vedere chimic, ci determind un raspuns, mai mult sau mai putin pronuntat. Biomaterialele
se definesc ca fiind acele materiale sintetice folosite pentru completarea sau inlocuirea
unei parti a unui sistem viu si care functioneaza in contact intim cu tesuturile [Williams
D.F., 1999].

In stiinta biomaterialelor, termenul de osteoconductivitate defineste fenomenul de
crestere a tesutului gazda catre implant si formarea controlatd a osului pe suprafata
biomaterialelor, conducand, in final, la integrarea osoasa. Atat materialele dense cat si
cele poroase stimuleaza cresterea tesutului osos. Procesul de osteointegrare se realizeaza
direct pe suprafata implantului, firad aparitia vreunui strat tisular fibros. In acest caz,
biomaterialul are un caracter osteoconductiv [ Yuan H., 2005; Elliott J.C., 1994; Suchanck
W., 1998].

Crearea unei interfete solide din punct de vedere mecanic este esentiald pentru
functionarea unui implant. Aceasta este insotita de o fuziune completa intre suprafata
materialului si os, fard formarea de tesut fibros in jurul implantului. Astfel, intelegerea

adeziunii celulare la materiale, este necesara in cazul optimizarii interfetei os-biomaterial.



CAPITOLUL 2. Materiale, metode si dispozitive utilizate pentru
sinteza de filme subtiri nanostructurate

In tehnicile de depunere laser pulsati (PLD), materialul de bazi, care se depune
pe un substrat, trebuie preparat in forma unei pastile solide cu diametru si grosime
convenabile. Calitatea si proprietatile straturilor depuse sunt determinate de
caracteristicile tintei folosite.

Metoda PLD reprezinta o tehnica de depunere fizica in stare de vapori folosita in
domeniul producerii de filme subtiri, din materiale si combinatii de materiale de interes
tehnologic care nu pot fi procesate decat cu mari dificultdti prin alte metode [Mihailescu
LN., 1999]. Metoda PLD s-a dovedit a fi 0 metodda competitiva pentru cresterea filmelor
subtiri de calitate inaltd deoarece are capacitatea de a conserva stoichiometria oricat de
complexa a compusilor depusi [Eason R., 2007; Nelea V., 2007]. Cresterea filmelor
subtiri prin PLD ofera numeroase avantaje fata de alte tehnici de depunere, precum: sursa
de radiatie laser este exterioara incintei de depunere; marea majoritate a materialelor
solide pot fi ablate laser si depuse in strat subfire; rata de crestere a stratului se poate
controla cu un grad mare de precizie (102-10"" nm/puls); cantitatea de material ablati din
tintd este localizata in volumul plasmei generate; stoichiometria stratului depus coincide
cu cea a tintei; energia ridicatd a speciilor ablate are ca efect obtinerea unor straturi
extrem de aderente.

Metoda PLD prezinta si cateva dezavantaje care constau in rata mica de depunere,
domeniu de aplicatie limitat la compusi care nu sunt sensibili la descompunerea termica
si la deteriorarea survenita pe durata procesarii prin expunere prelungita la radiatia laser
UV si aria restransd de depunere (nu mai mare de cativa cm?).

Geometria montajului general (Fig. 2.1), folositd in toate experimentele, este
descrisa in cele ce urmeaza. Un fascicul laser pulsat, de mare intensitate, generat de o
sursa laser excimer KrF* (A = 248 nm, trwnam = 25 ns, v = 1-50 Hz), patrunde printr-o
fereastrd de cuart in camera de reactie si cade pe tintd, la un unghi de incidentd de 45°.

Energia pulsului laser se poate regla in domeniul (100-750) mJ.
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Figura 2.1 Montajul general PLD folosit in studiile experimentale

Instalatia de depunere prin PLD consta in principal dintr-o sursa laser cu excimeri
KrF*, model COMPex Pro205 si o incinta de otel inoxidabil, cuplatd cu un sistem de
pompaj si cu un sistem de alimentare cu gaze. Am utilizat acest montaj experimental
pentru depunerea de filme subtiri pentru aplicatii diferite, cum ar fi domeniul
dispozitivelor opto-electronice [Socol G., 2011; Socol G., 2012], sisteme de administrare
dirijatda de medicamente [Cristescu R., 2009a; Cristescu R., 2009b], pile de combustie
[Duta L., 2012c¢], diagnosticarea morfologiei suprafetei [Mirchin N., 2012; Popescu S.A.,
2011; Mirchin N., 2010; Lapsker I., 2010], functionalizarea textilelor [Dumitrescu I.,
2010] si implantologie [Duta L., 2010; Maris D.A, 2012].

Metoda PLD Combinatoriala (CPLD) oferda o flexibilitate mare si este utilizata
pentru modificarea graduald pe acelasi film a compozitiei chimice si crearea unor
,biblioteci” cu gradienti de concentratie. In cadrul unui singur experiment, pe un substrat

de cativa cm?

, Se pot sintetiza si investiga cateva mii de compozitii diferite pentru a
obtine propriettile fizice dorite [Koinuma H., 2004]. In Fig. 2.2 si 2.3 sunt prezentate
montajul experimental si geometria depunerii CPLD. Sistemul carusel cu tinte multiple
(Fig. 2.3) este pozitionat in fata substratului. Suprapunerea filmelor subtiri are loc pe

substrat, obtinandu-se in acest fel ,,biblioteca combinatoriala”.
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Figura 2.2 Montajul experimental CPLD Figura 2.3 Geometria de depunere

Metoda CPLD prezintd cateva avantaje pentru fabricarea de ,,biblioteci”: ablatia
laser a materialelor din tinte reprezintd un proces de neechilibru care permite un control
riguros al stoichiometriei compozitiei din tintd catre substrat; depunerile pot fi realizate in
vid inalt sau la presiuni scazute ale gazelor reactive; prin monitorizarea numarului de
pulsuri laser, se poate controla depunerea materialelor la nivelul stratului atomic, iar prin
incorporarea unei tehnici de depunere strat cu strat, se poate face design-ul si explora noi
sisteme de materiale care nu exista Tn mod natural; se poate obtine un numar enorm de
compusi binari sau ternari noi, avand proprietati diferite; ,,bibliotecile combinatoriale” de
filme subtiri pot fi sintetizate intr-un timp relativ scurt (cateva minute); sistemele CPLD
sunt relativ ieftine si pot fi realizate rapid si usor, cu un minim de cerinte de intretinere.

Metoda CPLD prezinta si cateva dezavantaje, cum ar fi: imprastierea plasmei este
influentata puternic de greutatea atomica a speciilor; pentru fiecare tip de material depus,
trebuie sa se realizeze teste compozitionale si de mapare complete.

Metodele de investigare utilizate in cadrul lucrarii pentru caracterizarea straturilor
subtiri biocompatibile sintetizate prin metodele PLD/CPLD se impart in mai multe
categorii. Am utilizat difractia de raze X (XRD), difractia de raze X la incidenta razanta
(GIXRD), spectroscopie 1n infrarosu cu transformata Fourier (FTIR), spectroscopia de
transmisie in spectrul Ultra-Violet - Vizibil (UV-VIS), elipsometria spectroscopica (SE),
microscopia interferentiald, masuratori ale unghiului de contact (CA), microscopia
electronicd de baleiaj (SEM), microscopia cu fortd atomica (AFM), teste de extragere
fortatd (pull-off), tehnica de masurare in patru puncte, teste in SBF, teste in culturi de

celule osteogenice, teste micologice si teste clinice in vivo.
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CAPITOLUL 3. Sinteza de oxizi metalici prin PLD si CPLD

3.1 Proprietati optice, compozitionale si electrice ale filmelor subtiri de
InxZnixO obtinute prin metoda CPLD

In cadrul acestor experimente am sintetizat straturi subtiri de IZO cu rol de
electrozi transparenti conductori, pentru aplicatii fotovoltaice [Socol G., 2011].
Conditii experimentale

Experimentele au fost realizate in camera PLD utilizdnd o geometrie
combinatoriald (Fig. 3.1). Au fost depuse doua loturi de probe utilizand tinte care au avut
In 1n concentratii atomice, In/(In+Zn), de 28 si 56% sau 42 si 70%. Pulberea macinata a
fost presatd la 5 MPa si sinterizatd timp de 12 ore la 1100 °C in aer. Fluenta laser
incidentd pe tintd a fost de ~ 3 J/cm?. Filmele au fost depuse la RT, la o presiune
dinamica de oxigen de 1 Pa, pe lamele din sticld de miscroscop, cu dimensiuni de
(7,6x2,6) cm?. Distanta dintre tintd si substrat a fost de 5 cm. Toate depunerile au fost
realizate la o frecventa de repetitie de 10 Hz.

Substrat A C B

/ Plasma 2

Fascicule laser

Plasma

Figura 3.1 Montajul experimental utilizat pentru experimentele de depunere laser
pulsata combinatoriala cu tinte de 120

Pentru comparatie, pe langa filmele obtinute prin CPLD, am sintetizat filme din

fiecare tinta in parte, folosind un monta;j tipic PLD.



Tabel 3.1 Conditiile de depunere a filmelor subtiri prin metodele PLD si CPLD si valoarea
grosimii maxime pentru fiecare probad

Proba / Tinta 1 Tinta 2 . . Grosime
Geometria | In/(In+Zn) | In/(In+Zn) apﬁcr;ieplz“;‘:; . apﬁ;iepi“}si‘:;; s [nm]
depunerii [at.%] [at.%]

1ZOC1/ CPLD 28 56 3000 (25x120) 3000 (25x120) 467
IZOFC1 /PLD 28 - 3000 - 280
IZOEC1 / PLD - 56 - 3000 310
1ZOC2 / CPLD 42 70 3000 (25x120) 3000 (25x120) 341
IZOFC2 / PLD 42 - 3000 - 174
IZOEC2 / PLD - 70 - 3000 246

In cazul filmelor obtinute prin metoda CPLD, pentru fiecare tinti am aplicat serii
succesive de 25 de pulsuri laser in 120 de secvente consecutive. Pozitiile A si B de pe
substrat corespund pozitiilor in oglinda ale spoturilor laser pe tinta 1 (cu un continut mai
scazut in In) si tinta 2 (cu continut mai bogat in In), iar punctul C se afla la jumatatea
distantei dintre A si B. Utilizdnd metoda CPLD 1n aceastd geometrie, am depus filme care
au avut un gradient de compozitie bine definit in lungul lamelei de sticla.

Rezultate si discutii

Spectrele optice de transmisie ale filmelor au evidentiat o buna transparentd (>
95%) in domeniul vizibil si infra-rogu apropiat. Fig. 3.2 prezinta rezultatele unei scanari
liniare a continutului de In determinat de la o margine pana la cealaltd a filmului depus.
Concentratia atomica de In, intre pozitiile A si B, a variat in domeniul 27-33% s1 36-52%

(pentru probele IZOCI1 si [ZOC2).
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Rugozitatea RMS [nm]

Morfologia filmelor depuse prin metoda CPLD a fost investigata prin masuratori
AFM, pe suprafete de (30x30) um?, in zone diferite situate intre pozitiile A si B.
Din Fig. 3.3 se observa cad descresterea rugozitatii RMS se face simultan cu

cresterea continutului de In Tn comparatie cu Zn.
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Figura 3.3 Rugozitatea RMS a filmelor subtiri depuse prin metoda combinatoriala IZOCI (a) si
1Z0C2 (b) in functie de concentratia atomica de In

Variatia proprietatilor electrice in functie de compozitie a fost determinata prin
tehnica de masurare in patru puncte. Utilizand profilele grosimii, am calculat
rezistivitatea electrica corespunzatoare fiecarui punct.

Aceastd dependentd compozitionald constind dintr-un singur sir de puncte
defineste o “biblioteca compozitionald”. Pentru filmul IZOCI, rezistivitatea electrica a
scizut la o valoare minimi de 2,3x10° Q-cm in domeniul (28,8-29,5)%, in timp ce pentru

filmul IZOC2, rezistivitatea a fost de 8,6x10™ Q-cm, in domeniul (44-49)%.

3.2 Depuneri de filme subtiri de ZnO functionalizate prin PLD pe
substraturi textile

Depuneri de filme subtiri de ZnO pe materiale textile pentru aplicatii biomedicale

Prin metoda PLD au fost sintetizate filme de ZnO pe substraturi textile cu scopul
de a obtine materiale inovative, care sd asigure protectia Impotriva radiatiilor UV si a
actiunii antifungice [Duta L., 2012a].
Conditii experimentale

Tintele de ZnO au avut un diametru de 2 cm si o grosime de 0,5 cm. Substraturile

utilizate au fost textile (56% bumbac/44% poliester). Pentru depunerea unui film au fost
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aplicate 10000 de pulsuri laser consecutive. Substraturile au fost plasate paralel cu finta,
la o distantd de 4 cm. Toate depunerile au fost realizate la RT, la o presiune reziduald de
2x10* Torr si o fluentd de ~ 3,3 J/cm?.
Rezultate si Discutii

Imaginile SEM (Fig. 3.4) prezinta filme netede care copiazd morfologia fibrelor.
O caracteristica a acestor filme a fost aparitia unor crapaturi foarte fine care s-au extins in
lungul fibrelor. Aparitia lor a fost o consecintd a tensiunilor existente in filme, tensiuni

care s-au dezvoltat ca efect al incovoierii fibrelor (textile).

Figura 3.4 Imagine SEM tipica a mului e ZnO depus pe substrat de Si(100)

Analizele GIXRD au evidentiat faptul ca filmele depuse prin PLD au o structura
monofazicd hexagonala (tip wurtzit) de ZnO pur, identica cu cea a materialului de baza.

Din spectrele de reflexie s-a observat ca, pentru textilele neacoperite (control),
reflectivitatea a fost mare §i relativ constantd pe toate domeniile spetrale investigate, in
timp ce pentru textilele depuse, aceasta a scazut la 40% in domeniul VIZ-NIR si la 50-
60%, in domeniul UV. In acest context, putem presupune ci sciderea reflectivitatii s-a
datorat absorbtiei mult mai intense a filmelor de ZnO.

CA in cazul picaturii pipetate pe suprafata filmului a fost de ~157°. Asemenea
valori ridicate corespund unui caracter superhidrofob [Wang S., 2007].

Dupa trei zile, pe textila de control a fost observatd o activitate fungica
(Aspergillus niger, AN) (Fig. 3.5a). Aceasta activitate s-a intensificat dupa 14 si respectiv
28 de zile, AN proliferand pe intreaga suprafati a textilei (Fig. 3.5¢,e). In cazul textilelor

acoperite, activitatea fungica a fost complet stopata dupa trei zile (Fig. 3.5b). Nici dupa
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28 de zile pe textile nu a fost observata activitatea fungica, acest lucru demonstrand un

puternic efect antimicotic al filmelor de ZnO depuse (Fig. 3.51).
a(l) c(ll) e(lll)

b(l) d(ll) f(I)
Figura 3.5 Proliferarea ciupercii Aspergillus niger pe textila de control (a, c, e) si pe textilele
acoperite cu film de ZnO (b, d, f), dupa 3 (1), 14 (1l) si 28 (11]) zile

Modificarea radicala a comportamentului la udare al filmelor subtiri si nanoparticulelor
de ZnO odata cu schimbarea presiunii in timpul procesului PLD

Am functionalizat materiale textile cu filme subtiri (TF) sau nanoparticule (NP)
de ZnO, cu scopul de a obtine, intr-o singura etapa, un caracter hidrofob al depunerii, fara
alte tratamente post-depunere ale suprafetelor [Popescu A.C., 2011].
Condilii experimentale

Tintele PLD au fost preparate din pulberi care au fost presate la 3 MPa si
sinterizate 6 h, la 1100°C. Distanta d a fost variatd de la 3 la 6 cm, in timp ce fluenta a

fost pastratd mereu la ~5 J/cm?. Ca substraturi, am utilizat fie buciti de bumbac/poliester
(56%/44%), avand suprafata de (3x3) cm?, fie plachete de Si (100), cu o suprafati de
(1x1) cm?. Doua seturi de probe au fost preparate intr-un flux de 13 Pa O, sau intr-un vid
de 4x107 Torr. Pentru analiza statisticd, au fost depuse cinci probe in conditii identice.
Rezultate

Cartografia EDS a evidentiat prezenta doar a ZnO 1n toate TF si NP, omogenitatea
chimica bund a depunerilor si absenta impuritafilor cationice. Studiile noastre nu au
indicat vreun efect de ecranare al fibrelor superioare in raport cu cele inferioare.

Proprietatile de udabilitate
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TF
TF depuse in flux de O; au fost hidrofile (Fig. 3.6a), iar cele depuse in vid au fost

hidrofobe (Fig. 3.6b). Am masurat un CA de 157°, ceea ce a calificat aceste filme ca fiind

superhidrofobe.

(a) (b) (c)

n-z"rh!

A e E 28
- e

L

Figura 3.6 Materiale textile acoperite partial cu nanostructuri de ZnQ: filme subtiri hidrofile
depuse in 13 Pa flux de O (a); filme subtiri hidrofobe depuse in vid (b); NP hidrofobe depuse in
vid (c). Imaginile au fost achizitionate folosind o camera digitala CANON EOS 50D

NP

Pentru a determina densitatea optima de NP pentru a obtine cea mai hidrofoba
proba, am depus NP pe substraturi de Si la trei distante d diferite (3, 4 sau 5 cm). Nu am
putut continua cu distante mai mari de 5 cm, deoarece depunerea devenea
nesemnificativa (greu de detectat). Pentru d = 3 sau 5 cm, CA a fost de 85°, scazand la
60° pentru d =4 cm. Am considerat d = 5 cm ca fiind distanta optima deoarece d = 3 cm
s-a dovedit a fi nesigurd datoritd caracterului aleatoriu al procesului de depunere.

In cazul substraturilor textile, la distanta d = 5 ¢cm, CA masurat a fost de 120°,
confirmand caracterul hidrofob al acestor structuri.
Studii macroscopice §i microscopice
TF

Micrografia SEM (Fig. 3.7b) arata ca ZnO a acoperit textilele sub forma unui film

continuu cu o grosime medie (masurata prin elipsometrie) de ~ 20 nm.
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Figura 3.7 Fibre de textile acoperite cu ZnO: (a) NP depuse prin PLD cu 10 pulsuri, (b) filme
subtiri depuse prin PLD cu 100 pulsuri

TF depuse in flux de Oz au fost foarte transparente (Fig. 3.6a), in timp ce TF
obtinute in vid au fost opace, negre (Fig. 3.6b).

m

Figura 3.8 Imagini 2-D ale topografiei AFM pentru filmele subtiri depuse in 13 Pa flux de O;
(a,c) si vid (b,d) la scale diferite: (10x10) um’ (a,b) si (2x2) um’ (c,d)

Imaginile AFM ale TF depuse in flux de O: sau in vid, au ardtat ca, la nivel
micronic, in ambele cazuri, sunt prezente microstructuri dense si uniforme, constand din
cristale mici, §i o cantitate scazuta de pori intergranulari (Fig. 3.8 a,b).

In cazul filmelor subtiri depuse in flux de O», au fost obtinute valori ale RMS
semnificativ mai mari (aproape de 6 ori) decat cele pentru filmele depuse in vid (tabel
3.1), demonstrand un grad mai mare de cristalinitate.
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Tabel 3.1 Parametrii de amplitudine RMS, Ss §i Sk pentru filmele ZnO depuse in 13 Pa flux de

O sau vid
Parametrii Tipul probei/ Suprafata de scanare
de . . Filme subtiri . . . Filme subtiri
amplitudine lfllgle/sulbélrll gepusg depuse in O, / Fllm(el /su;)grllgepuse; n depuse in vid /
in 0/ (10x10) pm (2x2) um? vid/ (10x10) pm (2x2) pm?
RMS (nm) 36,817 36,793 6,578 5,796
Sk 0,404 0,421 -0,113 -0,0731
Sku 0,0274 0,24 -0,375 -0,357
NP

Ambele depuneri de NP (flux de O> sau vid) au fost transparente si nu au putut fi

observate diferente macroscopice intre ele. Micrografia SEM (Fig. 3.7a) a aratat ca forma

NP a fost fie sferica, fie poliedrica, cu dimensiuni ce au variat de la 50 la 100 nm.

Tabel 3.2 Dimensiunea §i densitatea NP pe substrat de Si

Distanta de separare Dimensiunea medie Densitatea
[cm] [nm] [NP x cm™2]

4 58,5+52 (55+11)x108

5 655+12,4 (1,24£0,3)x10®

Difractogramele XRD pentru cele doud tipuri de depuneri au aratat oarecum

diferit (Fig. 3.9). Dupa o investigatie atentd, a rezultat faptul ca toate liniile de difractie

asociate ale filmelor, depuse fie pe Si, fie pe textile, pot fi asociate fazei wurtzite a ZnO

hexagonal. Caracteristicile care au facut diferenta intre cele doua structuri au fost legate

de orientarea si dimensiunea medie a cristalitelor de ZnO.
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Orientarea preferentiald a fost sugeratd de modificarea intensitatilor relative ale
varfurilor caracteristice ZnO pentru TF vs. pulberea ZnO folosita ca referinta (diagrama
cea mai de jos din Fig. 3.9B). Cresterea orientatd a fost mult mai evidenta in cazul TF
depuse pe Si, si a fost neclara 1n al doilea caz, datorita substratului textil.

Discutii
Corelatia dintre presiunea din timpul depunerii si morfologia filmelor subtiri

Rezultatele obtinute sunt concordante cu fenomenologia PLD [Chrisey D.B.,
1994], diferenta observata in organizarea si morfologia filmelor fiind legata de ejectarea
si propagarea materialului in diferite medii ambiente. In gaze (in cazul nostru 13 Pa O,),
datorita coliziunilor intense cu atomii inconjuratori, materia ejectata este confinata intr-o
plasmi alungita, de forma unei “tigari de foi”. In cazul depunerilor in vid, la rate mici de
coliziune, materia este ejectatd in toate directiile, expansiune descrisa ca “nor de plasma”.
Conform studiile noastre, aceste structuri sunt mult mai hidrofobe decat cele depuse in
flux de O», diferenta care poate fi atribuitd schimbarii in morfologia suprafetei si in
special modificarii n orientarea cristalina.

Model propus pentru udarea suprafetei

Studiile noastre au aratat cd TF si NP depuse contin doar ZnO pur. Observatiile
macroscopice i microscopice au evidentiat o suprafata neteda in cazul TF depuse in vid.
Grauntii avand dimensiuni de ~ 140 nm, vizualizati prin AFM, au fost formati de fapt din
cristalite foarte mici de maxim 10 nm. Numeroasele spatii dintre aceste cristalite sunt
umplute cu aer care se comportad ca un strat ,,tampon” pentru picatura de apa, aflandu-se
in contact cu suprafata doar in cateva locuri nanometrice. Dimpotriva, TF depuse in flux
de Oy au prezentat cristalite mai mari si doar cativa pori intergranulari. Stratul ,,tampon”
de aer este astfel rarefiat, contactul dintre picatura de apa si suprafata ZnO extinzandu-se
pe o suprafatd mai mare (Fig. 3.10). Greutatea picaturii este superioard contra-presiunii
exercitatd de suprafata ZnO si, in cele din urma picatura, se “prabuseste” sub propria

forta.
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Picaturi de apa

(b)
nO .
Suprafata hidrofoba Suprafata hidrofila

Figura 3.10 Schema picaturii de apd in contact cu suprafata de ZnO depusa in vid (a) si in
13 Pa flux de O: (b)

Acelasi mecanism este activ si in cazul NP. Acest model este in concordantad cu
studii recente legate de suprafete hidrofobe ale frunzelor unor plante [Bhushan B., 2011].

Incarcarea electrici a suprafetei trebuie sa fie luata in consideratie pentru a explica
hidrofilicitatea sau hidrofobicitatea structurilor de ZnO. Astfel, am observat prin XRD ca
presiunea din camera de depunere determina formarea unor combinatii intre atomii de Zn
si O in reteaua cristalind. In cazul TF si al NP depuse in vid, existi o amestecare in
fiecare plan de sarcini pozitive §i negative care se compenseaza unele pe altele. Picatura
de apd este neutrd din punct de vedere electric. Prin urmare, structurile depuse nu
interactioneaza cu ea din acest punct de vedere. Contrar, TF si NP depuse in flux de O>
prezinta un singur tip de atomi/plan, care induc o incarcare pozitiva (Zn) sau negativa (O)
a suprafetei. Depunerea interactioneaza din punct de vedere electric cu picatura de apa
pentru a atinge starea neutrd, acest lucru atragand bulele de apa catre suprafata de ZnO,

provocand un stres suplimentar care contribuie in final la “prabusirea” bulei.
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CAPITOLUL 4. Filme subtiri de HA pure si dopate depuse prin
PLD

4.1 Filme de HA pure depuse pe substraturi de PMMA sau Si

Scopul acestor studii a fost de a obtine acoperiri osteoconductive de HA pe
PMMA si Si pentru implanturi neurochirurgicale [Socol G., 2010].
Conditii experimentale

Tintele HA au fost presate la 3 MPa si sinterizate la 650 °C, timp de 6h.
Experimentele s-au efectuat cu o ratd de repetitie de 10 Hz, in vapori de apa, la RT,
pentru a impiedica modificarea sau degradarea PMMA [Vispute R.D., 1996]. Dupa
depunere, o parte dintre filmele de HA au fost tratate in vapori de apa.

Tabel 4.1 Conditii de depunere utilizate in experimentele de sinteza prin PLD a filmelor HA pe
substraturi de PMMA sau Si

Pre51‘une Distanta Fluenta Nr. Tratament
Cod (vapori H:O, 2 . .
Pa) d (cm) (J/cm?) pulsuri termic
PMMA-HA.A1 30 5 1,4 6000 -
PMMA-HA.A2 30 5 1.4 6000 100°C, 4h
PMMA-HA.B 50 4 2,25 5000 -
PMMA-HA.C 30 4 2,75 5000 -

Pentru investigatiile FTIR si EDS, au fost preferate ca substraturi plachete de
Si(100), dublu polizate. In acest fel, benzile IR caracteristice HA au putut fi discriminate
de fondul numeroaselor moduri de vibratie specifice PMMA. Pentru masuratori EDS
precise, au fost necesari timpi de achizitie indelungati si intensitati de accelerare relativ
mari (20 kV), ceea ce a facut necesara utilizarea substraturilor de Si, care au suportat
incdlzirea aferenta.

Rezultate
A. Investigatii fizico-chimice

Filmele HA au prezentat o grosime de 100-120 nm (microscopie interferentiald),
valori adecvate pentru acoperirile subtiri ale implanturilor osteointegratoare.

Micrografiile SEM (Fig. 4.1) au evidentiat o morfologie rugoasa si neuniforma.
Dupa cum se stie [Citeau A., 2005; Nelea V., 2007; Mihdilescu L.N., 2010], acest tip de

morfologie este beneficd pentru aplicatii in acoperirile de implant deoarece asigurd o
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integrare profundd intre os si acesta, prin colonizarea celulelor in microcavitatile

suprafetei, si proliferarea intensa a acestora.

Figura 4.1 Micrografii tipice SEM ale filmelor de HA depuse prin PLD pe Si:
HA.AI (a) si HA.C (b)
Pe suprafata filmelor au fost prezente picaturi de dimensiuni micronice (Fig. 4.1),

odata cu amplificarea fluentei laser, observandu-se o crestere a dimensiunii acestora.

Analizele GIXRD au evidentiat o structurd amorfa a depunerilor PLD. Aceasta
comportare era de asteptat avand in vedere temperatura scazutd a substratului in aceste
depuneri. in general [Nelea V., 2007; Mihailescu I.N., 2010], filmul HA devine cristalin
odatd cu incdlzirea substratului iar dimensiunea cristalitelor creste cu temperatura de
incalzire.

In spectrele FT-IR ale filmelor HA am remarcat prezenta acelorasi picuri in
pozitii identice, fapt care a confirmat existenta aceluiasi compus (HA).

Valoarea masurata a raportului atomic Ca/P a fost de 1,62, apropiata de valoarea
teoretica de 1,67 care corespunde fazei pure HA [Nelea V., 2007; Mihailescu I.N., 2010].

Pentru probele HA/PMMA a fost obtinutd o valoare modesta a aderentei (~25
MPa), posibil datorita temperaturii la care s-a realizat depunerea (RT).
B. Teste biologice in vitro

Pentru a estima procentul de celule viabile in probele analizate, s-a considerat ca
sticla borosilicat (controlul) are o viabilitate de 100%, iar viabilitatea celulelor a fost
calculatd ca procent din control. Cele mai bune rezultate au fost obtinute in cazul
probelor PMMA-HA.A1 si PMMA-HA.A2, care au prezentat o viabilitate mai mare
decat cea a controlului si anume (101,5%3)% si respectiv (100+2,7)% (Fig. 4.3).
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Figura 4.3 Viabilitatea celulelor SaOs2 Figura 4.4 Proliferarea celulelor SaOs2
crescute pe structurile HA/PMMA crescute pe structurile HA/PMMA

Adeziunea celulelor SaOs2 a fost optima in cazul probelor PMMA-HA.A2 (Fig.
4.5). Celulele crescute pe aceste structuri au manifestat un comportament similar §i chiar
superior celor crescute pe sticla borosilicat: viabilitate crescutd, proliferare bund si

adeziune celulara optima.

Control (glass) PMMA-HA.AL PMMA-HA.A2

Figura 4.5 Teste de adeziune ale celulelor SaOs?2 crescute timp de 72 h pe filmele de HA
raportate la probele de control. Legenda: rosu - filamente de actina; albastru - DAPI

4.2 Filme de HA pure si dopate depuse pe substraturi de Ti sau Si

In aceste experimente am facut o comparatie intre proprietitile fizico-chimice ale
unor filme HA de origine animald (ovine/bovine) dopate si HA de sinteza depuse prin
metoda PLD pentru obtinerea unei noi generatii de implanturi metalice [Duta L., 2012b].
Conditii experimentale

Am folosit pulberi HA de origine ovind (Sheep HA, SHA), HA de origine bovina
dopata fie cu LioO (BHA:Li), fie cu sticla comerciala (BHA:CIG) si HA de sinteza

(HAsyn), care au fost presate la 5 MPa si sinterizate timp de 4h la 1000 °C in aer. Am

utilizat substraturi de Ti (diametrul de 1,2 cm, grosime de 0,15 cm) si plachete de Si(100)
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(1x1) cm? care au fost pozitionate paralel cu tintele, la o distanti de separare de 5 cm.
Iradierile s-au efectuat cu o ratd de repetitie de 10 Hz. Fluenta laser a fost setata la ~3,3

J/em?. In timpul experimentelor, substraturile de Ti sau Si au fost incalzite si mentinute la
o temperaturd de 500 °C. Pentru o singurd depunere, au fost aplicate 15000 de pulsuri.
Depunerile s-au efectuat in vapori de apa, la 50 Pa. Toate probele au fost supuse ulterior
unui tratament termic (in vapori de apa) la 500 °C.

Rezultate
Micrografiile tipice ale filmelor HA prezinta o morfologie neregulati. Pe

suprafata structurilor depuse se observa picaturi cu dimensiuni intre (0,2-6) pm (Fig. 4.6).

B0y

500 el

g 0 piy
Figura 4.6 Micrografii SEM - vedere generala (a,d,g,j) si sectiune transversala (b,e,h,k)
- ale filmelor de: SHA (a,b), BHA:Li (d,e), BHA:CIG (g,h) 51 HAgn (7, k).
Spectrele EDS ale filmelor de: SHA (c), BHA:Li (f), BHA:CIG (i) si HAgn (1)
Rugozitatea Ti nedepus de (0,47+0,02) um reprezintd aproximativ jumatate din

rugozitatea structurilor depuse (Tabel 4.2), diferenta legatd iIn mod evident de prezenta

picaturilor in cel de-al doilea caz.
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Tabel 4.2 Valorile rugozitatii medii = SD a suprafetei filmelor depuse

Indicativ proba Rugozitate medie + SD [pum]
SHA 0,61+0,05
BHA:Li 0,71+0,06
BHA:CIG 0,77+0,03
HAsyn 0,76+0,1

Imaginile SEM 1n sectiune transversald (Fig. 4.6-b,e,h,k) evidentiaza filme cu

microstructurd densd. Grosimile si ratele medii de depunere ale acestor filme sunt

colectate in Tabelul 4.3. Se observa ca eficienta de depunere a fost cea mai mica in cazul

BHA:CIG probabil datorita Tmprastierii intense a luminii de catre microparticulele de

sticla din dopant.

Tabel 4.3 Valorile grosimilor si ratele de depunere medii = SD pentru filmele depuse

Indicativ proba Grosime medie = SD [um] Rata de depunere medie £ SD [nm/puls]
SHA 2,95+0,21 0,2+0,02
BHA:Li 3,52+0,16 0,24+0,02
BHA:CIG 2,79+0,02 0,18+0,01
HAsyn 3,71+0,15 0,25+0,01

Difractogramele XRD ale tintelor sunt prezentate comparativ in Fig. 4.7. Analiza

XRD a aratat ca principala faza cristalina a fost HA, aldturi de concentratii foarte scazute

(<1%) de [HPFs(H20)6] si brusitda [CaPO3(OH)-2H>O]. Atat pentru filme cat si pentru

tinte, in spectrele XRD au fost vizibile concentratii scazute de F».
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Figura 4.7 Spectrele XRD ale tintelor
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Difractogramele XRD ale filmelor sintetizate prin PLD sunt prezentate in Fig. 4.8.

Se poate observa ci filmelor BHA:Li le corespunde o cristalinitate mai pronuntati. In

cazul BHA:CIG, s-a putut evidentia un halo amorf, centrat la 20=30°, fapt care sugereaza

incorporarea unei cantitati importante de faza sticloasa.

In Fig. 4.9a-c sunt prezentate spectrele FT-IR ale tintelor si filmelor.

cr ' 16.32‘ " SHA

Absorbanta (u.a)

ATy savew ) g i
N = e BHA:LI

e 1500 Hol 1800

BHA:CIG

Absorbanta (u.a)

Absorbanta (u.a)

Numar de unda (em'l) Numar de unda (cm'))

Figura 4.9 Spectrele FT-IR ale (a) tintelor si (b — spectre generale, ¢ - detaliu) ale filmelor
sintetizate prin PLD

Cartografia EDS a acoperirilor a evidentiat o distributie omogena a elementelor
Ca si P, demonstrand absenta fenomenelor de segregatie. A fost evidentiatd prezenta, in
cantitati mici, a altor elemente intalnite Tn mod normal in compozitia chimica a osului
sanatos, cum ar fi Na, Mg, F si C (Fig. 4.6 — c,f,i,]). Compozitii similare au fost intalnite
in cazul tintelor utilizate in experimente. Mai mult, in cazul probelor BHA:CIG, a fost
evidentiatd prezenta Si, Na si Cl, care apartin fazei sticloase. Nu au fost detectate alte
impuritati.

Rapoartele Ca/P sub-stoechiometrice obtinute atat pentru tinte cat si pentru filme
(Tabel 4.4) indica formarea unui compus HA deficient in Ca (CHA) sau substituirea
importanta a ionilor de Ca (in cazul HA de origine animald) de alte elemente alcaline sau

alcalino-pamantoase, in timpul sintezei pulberii. Acest proces pare sd se accentueze in
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timpul sintezei filmelor prin PLD. Rezultatele compozitionale (Tabel 4.4) au prezentat,

atat pentru tinte cat si pentru filme, SD < 0.5 at.%, ceea ce reprezintd valori acceptabile.

Tabel 4.4 Rapoarte at. Ca/P determinate prin analiza EDS pentru tinte si filme

Rapoarte atomice Ca/P

SHA BHA:Li BHA:CIG HAgyn
Tinta 1,51 +£0,02 1,49 +£ 0,01 1,55+ 0,01 1,67*
Film 1,37 +£ 0,02 1,38 £ 0,02 1,41 £ 0,01 1,57+0,01

* Valoare teoretica

Pentru masurdtorile de aderentd, au fost testate cinci probe. Valorile masurate ale
aderentei sunt prezentate in Tabelul 4.5 si au fost calculate ca medie &+ SD.

Tabel 4.5 Valorile aderentei in cazul filmelor HA

Indicativ proba Valoarea aderentei [MPa]
SHA 66,5+83
BHA:Li 74,8 £3,8
BHA:CIG 49,3 £ 10,0
HAgyn 42,6+7.1

Scaderea aderentei in cazul structurii BHA:CIG poate fi atribuita fragilitatii fazei
sticloase supusa stresului mecanic. Notam ca doar valori ale aderentei care depasesc 40
MPa sunt considerate acceptabile pentru aceste tipuri de acoperiri de implanturi [Draft
International Standards, 1999; American Society for Testing and Materials, 2009; Food
and Drug Administration 1997]. Conform acestui criteriu, se pot considera remarcabile
valorile aderentei masurate in cazul structurilor BHA:Li.

Discufii

Conform teoriei biomimetice, un material care este utilizat pentru repararea
sistemului scheleto-vertebral trebuie sa fie similar cu cel biologic In ceea ce priveste
morfologia, structura, compozitia si functionalitatea. Dupa cum se stie [Mihailescu I.N.,
2005], faza anorganica prezenta in tesuturile oaselor umane este carbonatatd, partial
cristalizata si nestoechiometrica, datoritd prezentei unui numar mare de ioni straini.

Spectrele FT-IR si difractogramele XRD au evidentiat prezenta, in toate filmele
depuse, a unei structuri de HA bine cristalizate. Pozitia benzilor PO4 in spectrele FT-IR a
fost caracteristica, 1n toate cazurile, filmelor HA sintetizate prin PLD [Zeng H., 2000].
Existenta ionilor ce nu sunt originari din HA sau Ti a fost confirmata de studiile EDS ale

acoperirilor SHA sau BHA (dopate fie cu LiO sau CIG), unde au fost inregistrate
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semnale pentru Na, Mg, Cl, F, O sau Si, pe langa ionii majoritari de Ca, P si Ti. Prezenta
ionilor in structura HA determina ca acoperirea sa se apropie de formula chimica a osului
si este recunoscut faptul ca acest lucru are o influentd benefica asupra bioreactivitatii HA
[Mihailescu .N., 2010]. Foarte important, toate filmele au fost carbonatate. Este cunoscut
faptul ca HA care contine C este mai osteoconductiva si mai resorbabild decat HA
stoechiometricd, permitand osteoblastelor sd dizolve ceramica rapid, determinand o
osteosintezd mai rapida si remodelarea osoasd [Sima L.E., 2010; Spence G., 2008]. In
tintele biologice a fost detectatd o concentratie scdzuta de brusitd. Acest lucru nu era de
neasteptat deoarece acum mai bine de trei decenii Roufosse et al. [Roufosse A.H., 1979]
a observat prezenta acestei faze In osul embrionic de pui prin difractia de electroni si de
raze X. Brusita a fost determinata ca fiind faza solida cristalind majoritard de CaP in
fractiunile de os cu densitati scdzute care contin tesuturile osoase cel mai putin
mineralizate. Studiile acestor autori au aratat ca brusita reprezintd o componenta a fazei
minerale depuse initial, fiind un precursor al HA, faza CaP caracteristica fesutului osos
cel mai bine cristalizat. Subliniem cd HA nestoechiometricd care prezintd rate de
solubilitate ridicate este similard apatitei biologice si, ca o consecinta, este mai potrivita
in aplicatiile de acoperiri ale implanturilor [Mihailescu I.N., 2010].

Investigatiille SEM au evidentiat prezenta semnificativd a picaturilor cu
dimensiuni micronice pe suprafata filmelor depuse. Existenta lor reprezintd o
caracteristicd a filmelor sintetizate prin PLD. Subliniem insd ca, in cazul aplicatiilor
biomedicale, a fost demonstrat faptul ca prezenta acestor picaturi este benefica deoarece
acestea conferd o adeziune buna si o ratd de proliferare ridicatd celulelor osteoblaste

cultivate pe suprafata filmelor depuse [Socol G., 2004].
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CAPITOLUL 5. Studii in vitro si in vivo pe filme nanostructurate
de biosticle si hidroxiapatita sintetizate prin PLD

5.1 Studii in vitro pe filme de BG depuse pe substraturi de Ti

Am sintetizat prin tehnica PLD filme de BG cu doua compozitii diferite: BG57
(S102: 56.5%; NaxO: 11%; K20O: 3%; CaO: 15%; MgO: 8.5%; P>Os: 6%) and BG61
(S102: 61.1%; Nax0: 10.3%; K20: 2.8%; CaO: 12.6%; MgO: 7.2%; P>0s: 6%) [Popescu
A.C., 2009].
Conditii experimentale

Tintele de BG au fost preparate prin presarea pulberilor de baza la ~3 MPa, urmata
de sinterizarea timp de 6h la 650 °C. Ca substraturi pentru depuneri au fost utilizate

discuri de Ti corodate chimic, avand diametrul de 1,2 cm si grosime de 0,15 cm. Fluenta
laser incidentd a fost de ~5,7 J/em?, la o ratd de repetitie a pulsurilor de 10 Hz. Toate
depunerile au fost efectuate pe substraturi incélzite la o temperaturd de 400 °C. Filmele
BG au fost depuse intr-un flux de 13 Pa O». Distanta dintre {intd si substrat a fost de 4
cm. Numarul de pulsuri laser aplicate consecutiv pentru depunerea unui strat de BG, a
fost de 5000. Dupa depunere, filmele BG au fost racite lent, in atmosfera de depunere.
Rezultate
A. Investigatii morfologice si compozitionale

Am observat ca depunerile efectuate din ambele tipuri de BG prezinta morfologii

uniforme, alcatuite din picaturi, cu dimensiuni de (1 +~ 6) um (Fig. 5.1).
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Figura 5.1 Imagini SEM ale filmelor (a) BG61 si (b) BG57

Imaginile SEM ale osteoblastelor primare cultivate pe cele doua filme BG
furnizeaza informatii asupra interactiunii dintre celulele cultivate si suprafetele de
contact. Aceste interactiuni sunt foarte puternice, celulele aproape ca fac corp comun cu

picéturile de pe suprafata, prelungirile osteoblastelor infiltrindu-se in material (Fig. 5.2).
' TR TR g 3 Wiags Jew
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(a) (b)
Figura 5.2 Imagini SEM ale osteoblastelor crescute timp de 72h pe filmele (a) BG61 si (b) BG57

Spectrele EDS corespunzatoare depunerilor din cele doua filme de BG au indicat
prezenta clard a cationilor constituenti. Cartografia EDS evidentiazd o distributie

uniforma a speciilor cationice in depuneri, fara segregari sau separari de microfaze.

B. Teste biologice in vitro
Dupa prima zi de imersare in SBF, apar modificari importante in cazul ambelor
filme (Fig. 5.3). S-au ales ca referinta spectrele Inregistrate inaintea imersarii n SBF.
Rezultatele investigatiilor microscopice ale filmelor mentinute pentru diferite
perioade de timp in SBF arata ca depunerile se dizolva progresiv, astfel incat dupa 7 zile

se regasesc pe suprafata substratului de Ti doar cateva picaturi dispersate de BG.
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Figura 5.3 Spectrele FT-IR ale filmelor BG61 (a) si BG57 (b) dupd zero, unu, sapte,
patrusprezece §i doudzeci §i unu zile de imersare in SBF

Pentru comparatie, in Fig. 5.4 si Fig. 5.5 sunt prezentate imaginile SEM ale
depunerilor de BG, inainte si dupa imersia in SBF. Se constatd ca, odatd cu cresterea
timpului de imersare in SBF, picaturile de BG devin din ce in ce mai mici $i mai pufine,

pana la disparitia lor aproape completa.

(2) (b)

(d)
Figura 5.4 Imagini SEM ale filmului BG61: (a) inainte de imersia in SBF; (b) dupa 1 zi de imersie
in SBF; (c) dupa 3 zile de imersie in SBF, (d) dupa 7 zile de imersie in SBF

3

(b)
Figura 5.5 Imagini SEM ale filmului BG57: (a) inainte de imersia in SBF; (b) dupa 1 zi de imersie
in SBF; (c) dupa 3 zile de imersie in SBF, (d) dupa 7 zile de imersie in SBF

(d)
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Osteoblastele primare cultivate pe filmul BG57 au prezentat o viabilitate mai buna
comparativ cu BG61 (88,7% fatd de 82,3%), in conditiile in care viabilitatea celulelor

crescute pe controlul de sticla a fost de 96,3% (Fig. 5.6).

Viabilitate Proliferare
1n 100

£3

=)
* *

[ N il

*"Control pozitv  BG 61 BG57 Control pozitv ~ BG61 BGS7
Figura 5.6 Viabilitatea osteoblastelor crescute 72h Figura 5.7 Proliferarea dupa sase zile a
pe suprafata filmelor BG61 si BG57 osteoblastelor crescute pe filmele BG61 si BG57

Osteoblastele cultivate pe filmele depuse prin PLD au proliferat in proportie mare,
chiar mai bine decat celulele din experimentul de control (Fig. 5.7). Peste 80% din
osteoblastele primare crescute pe BG s-au divizat, in comparatie cu aproximativ 55% din
celulele crescute pe controlul de sticld. A fost evidentd o diferentd de proliferare intre
cele doud tipuri de materiale. Astfel, osteoblastele prolifereazd in numér mai mare in
cazul sticlelor cu un continut de Si mai scazut. Diferenta dintre procentul de proliferare al
celulelor (87% in cazul BG57 si 83% 1in cazul BG61) in corelare cu determinarea
crestere mai "prietenos" pentru celule [Lopez E.S., 2003; Hench L.L.,1993].

In cazul osteoblastelor primare cultivate 20h pe controlul de sticld s-au observat
elementele de adeziune initiala (Fig. 5.8). Forma celulelor este preponderent rotunda, cu
mici prelungiri aderente. Fibrele de actina sunt dispuse radial si circular iar vinculina este

concentratd In mare parte in centrul celulei.
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Figura 5.8 Osteoblaste marcate fluorescent dupda Figura 5.9 Osteoblaste marcate fluorescent dupa
20h de cultivare pe controlul de sticld 72h de cultivare pe controlul de sticla

Dupa trei zile de crestere in culturd, osteoblastele primare sunt bine ancorate la

substratul de sticla (Fig. 5.9). Actina este dispusa in fibre paralele pe toata suprafata
celulei iar vinculina este prezentd sub forma unor fibre scurte in capatul terminal al
fibrelor de actind, In punctele de adeziune cu suprafata de contact.

Dupa 20h de la cultivarea pe suprafata filmului BG61, osteoblastele primare au

prezentat elemente de adeziune, fibrele de actind avand o dispunere paralela.

Figura 5.10 Osteoblaste marcate fluorescent dupa Figura 5.11 Osteoblaste marcate fluorescent dupa
72h de cultivare pe suprafata filmului BG61 72h de cultivare pe suprafata filmului BG57

Dupa trei zile de crestere pe filmul BG61, osteoblastele primare au prezentat o

distributie uniformd si contacte puternice cu suprafatd (Fig. 5.10). Din cauza
neregularitatii suprafetei, celulele par ca au tendinta sa-si ingroape protuberantele in
granularitatile acesteia. Astfel, forma celulelor este alterata. Vinculina a fost distribuita la
periferia celulelor, la capatul fibrelor de actind paralele. Caracteristici asemanatoare
(distributia uniforma a celulelor, topologia osteoblastelor si adeziunea la suprafatd), au

29



fost observate si in cazul in care osteoblastele diferentiate au fost crescute pe filmele

BG57 (Fig. 5.11).

5.2 Filme nanostructurate de HA pe mese chirurgicale de Ti

Scopul acestor studii a fost depunerea de filme HA pe mese chirurgicale de Ti
pentru validarea acestora pentru studii in vivo [Chiriac A., 2010].
Condilii experimentale

Fluenta laser incidentd pe tintd a fost de ~5 J/cm? In timpul experimentului,
substratul a fost incalzit la o temperaturda de 500 °C. Depunerile s-au efectuat cu o
frecventd de repetitic a pulsurilor de 10 Hz. In interiorul camerei de depunere, a fost
mentinutd constantd o presiune de 3,5x10™! Torr (vapori de apd). Distanta tinti-substrat a
fost de 5 cm. Pentru depunerea unui film de HA, s-au aplicat 20000 pulsuri. Dupa
depunere, toate probele au fost supuse unui tratament termic in vapori de apa timp de 6h.
Pe durata acestuia, mesele au fost incalzite la temperatura din timpul depunerii (500 °C).
Rezultate
A. Investigatii fizico-chimice

Investigatiile SEM cu emisie in camp au evidentiat o microstructurd densd, cu
grad de uniformitate redus, constand din formatiuni aproape sferice, de dimensiuni
diferite, (1 = 6,5) um. Difractogramele filmelor HA depuse pe mesele de Ti au fost
identice cu cea a materialului de bazad (pulberea de HA). Spectrul FT-IR al filmului HA
este caracteristic HA stoechiometrica [Ding S.J., 2003]. Cartografia EDS a evidentiat o
bund omogenitate chimica, iar spectrul EDS a indicat puritatea avansata a filmului HA.
Raportul atomic Ca/P determinat a fost usor substoechiometic (1,57). Valorile aderentei
(extragere fortata, ,,pull-off”) s-au situat in domeniul (79,2 + 3,67) MPa, foarte adecvate
utilizarii in acoperirea de implanturi metalice [Nelea V., 2004; Sima F., 2009].
B. Teste biologice in vitro

Analiza SEM a evidentiat o interactiune foarte puternicd intre celule si filmele
HA, fapt demonstrat de aspectul plat al celulelor SaOs2 crescute pe suprafata materialelor

depuse. La trei zile dupa cultivare, s-a efectuat un test MTS pentru a evalua efectele
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materialelor functionalizate asupra metabolismului celulelor. Am demonstrat ca celulele
crescute pe filmele HA prezinta valori similare ale viabilitatii cu cele ob{inute pe control.
Buna adeziune a fost probata de morfologia filamentelor de actina, care sunt dispuse
paralel in fibre extinse in tot volumul celulei. Am observat o densitate mare de celule care
acopera intreaga structura. Imaginile SEM demonstreaza o interactiune stransa a celulelor
cu picaturile HA, ceea ce 1n final confera stabilitate celulelor, capabile astfel de
proliferare.
C. Teste clinice in vivo

In urma validarii testelor in vitro, am continuat studiile cu teste clinice (pe
pacienti umani). In mod concret, a fost efectuat un studiu privind utilizarea tehnicii de
reconstructie craniana cu mese de Ti fixate cu ajutorul microsuruburilor. In acest studiu, a
fost inclus un lot de 41 de pacienti care au beneficiat de cranioplastie cu mesa de Ti,
pentru diferite defecte ale oaselor craniene. Interventiile neurochirurgicale s-au efectuat
in Clinica de Neurochirurgie a Spitalului de Urgenta ,,Prof. Dr. N. Oblu” din lasi, in
perioada 2007 - 2010. Lotul de pacienti selectionati pentru acest studiu a fost impartit in
doua subgrupe, in functie de tipul de implant utilizat: (i) grupa de pacienti cu mesa de Ti
simpld; (if) grupa de pacienti cu mese de Ti functionalizate cu filme HA prin metoda
PLD. Lotul de pacienti a inclus un numar de 31 de barbati si 10 femei, cu varste cuprinse
intre 15 si 63 de ani, Tn momentul interventiei chirurgicale. Pacientii au fost monitorizati
imediat dupd interventia chirurgicala. Recuperarea postoperatorie clinica a fost buna
pentru toti pacientii. Niciun pacient nu a prezentat vreo reactie la materialul strain
implantat sau vreo infectie in locul implantarii. Rezultatele estetice interpretate in urma
analizei cosmetice si pe imaginile de reconstructie 3D, au fost satisfacatoare pentru toti
pacientii.
Masuratori radiologice

Procedurile de evaluare a osteoinductiei si osteoformarii la nivelul implantului au
fost efectuate utilizdnd tehnica de tomodensitometrie punctuald, raportatd la scala de
densitate tisulara Hounsfield (HU). Pentru fiecare pacient in parte, au fost selectate trei
regiuni de interes pe imaginile de fluoroscopie achizifionate. Regiunile au fost stabilite de

la marginea mesei catre centrul acesteia, respectiv margine, mijloc si centru (Fig. 5.12)
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Figura 5.12 Ariile selectionate de monitorizare a osteinductiei si osteointegrarii mesei — implant:
margine (,,edge”, E), mijloc (,,interjacent”, I) si centru (,,center”, C)

Pentru niciunul dintre cei 41 de pacienti nu s-a constatat la trei luni dupa
interventie schimbari in densitatea tesutului pe scala Hounsfield. In primele sase luni, la
doi pacienti cu mesa de Ti simpla si la sase pacienti cu mesa de Ti cu suprafata bioactiva,
au fost evidentiate modificari in evolutia fenomenelor de osteoinductie §i osteointegrare.
In cazul a doi pacienti care au beneficiat de reconstructie craniana cu ajutorul mesei de Ti
simple, au putut fi determinate modificari in densitatea tesutului pe scala Hounsfield
numai in zonele marginale ale mesei (cele aflate in contact direct cu osul). Dintre cei sase
pacienti cu reconstructie craniand cu mesd de Ti cu suprafatd biofunctionalizata, patru
pacienti au prezentat modificari ale densitatii tisulare pe scala Hounsfield, atat pe
marginea cat si in zona de mijloc a mesei. Niciunul dintre pacienti nu a prezentat astfel de
modificari i in regiunea centrald a mesei.

Pentru grupul de pacienti care a beneficiat de mesa de Ti depusa cu HA prin PLD
s-a inregistrat o valoare medie de 618 HU, 1n timp ce pentru grupul cu mesa de Ti simpla,

valoarea a fost de numai 78 HU.
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Capitolul 6

Concluzii

Principalele contributii originale pe care se bazeazad aceasta lucrare se pot
sumariza dupd cum urmeaza.

Am utilizat tehnici laser pulsate avansate pentru a sintetiza acoperiri
nanostructurate, aderente si conductoare, de oxizi metalici, BG sau CaP pentru aplicatii

biomedicale. Consider cd principala contributie pe care o aduc la dezvoltarea
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cunostintelor in domeniu consta in abordarea unor tematici de mare noutate, cu carater
interdisciplinar. In cele ce urmeazi, voi enumera principalele concluzii la care am ajuns
in urma cercetarilor efectuate.
I. 1. Am folosit CPLD pentru a investiga proprietatile optice, compozitionale,
morfologice si electrice ale sistemului InxZn;xO (27 < x < 52). Am depus doua seturi de
filme din tinte cu concentratii atomice de In diferite. Toate filmele au fost foarte
transparente, cu o transmisie > 95%. Rezultatele AFM au indicat o sciadere a rugozitatii
pand la 1 nm odatd cu creSterea continutului de In. Analiza ,bibliotecilor
compozitionale” a evidentiat doud valori minime ale rezistivititii electrice de 2,3x107
Q-cm si 8,6x10 Q-cm, care corespund unor concentratii atomice a In de (28,8 — 29,5)%
si (44 — 49)%. Acest rezultat demonstreaza potentialul tehnicii CPLD 1n optimizarea
acoperirilor TCO.
2. Am sintetizat prin PLD filme subtiri de ZnO pe substrat textil, in vederea obtinerii
unor materiale adecvate aplicatiilor biomedicale, care sa asigure protectie impotriva
actiunii fungice si a razelor UV. Am observat prin SEM filme netede care au acoperit in
intregime fibrele textile. Analizele GIXRD au aratat ca filmele ZnO au constat dintr-o
faza hexagonald de tip wurtzit. Masuratorile optice au evidentiat o crestere a reflectivitatii
acoperirilor de ZnO, sugerand utilizarea ca straturi protectoare. Prin studiul CA si de
udabilitate s-a observat un caracter superhidrofob al depunerilor ZnO. Investigatiile
biologice au demonstrat inhibarea dezvoltarii fungice pe textilele functionalizate cu ZnO,
ce poseda activitate antimicotica.

In studii complementare am folosit tesaturi textile impregnate cu hidrofobine (tip
HBA si HBB). In acest caz, ZnO a format straturi continue si aderente pe suprafata
textilei iar hidrofobinele au protejat in mod uniform intreaga structurd. Tratamentul de
functionalizare nu a influentat in mod semnificativ permeabilitatea vaporilor de apa in
materialul textil. Dupa sapte zile, mucegaiul Aspergillus Niger s-a extins pe textilele
netratate si respectiv acoperite cu ZnO-HBA, dar cresterea sa a fost inhibata de structura
ZnO-HBB.

Am studiat comportamentul hidrofil/hidrofob al TF si NP de ZnO depuse pe

substrat textil, in flux de O sau vid. TF si NP si-au modificat comportamentul din
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hidrofil, atunci cand au fost depuse in flux de O, in superhidrofob (CA=157°), dupa
depunerea in vid. Am explicat acestd modificare prin intermediul structurii cristaline a
filmelor depuse. Aceste rezultate pot fi utile pentru producerea, intr-un singur pas
tehnologic, de textile impregnate cu puternica actiune bactericida si antimicotica.

II. 1. Am demonstrat versatilitatea tehnicii PLD 1in obfinerea implanturilor
neurochirurgicale din PMMA biofunctionalizate cu filme HA. Din punct de vedere
biologic, regimul optim de depunere identificat s-a obtinut pentru o fluenta scazuta (1,4
J/em?), presiune redusid de vapori de apd si un tratament termic post-depunere.
Rezultatele testelor in vitro pe structurile HA/PMMA au aratat un comportament
osteoinductiv cu potential de aplicatie in domeniul neurochirurgical.

2. Am efectuat studii comparative de filme HA de origine animala (ovind/bovind) dopate
si HA purd de sintezd pentru a obtine o noud generatie de acoperiri de implanturi
metalice. Faza HA a fost prezenta in toate structurile depuse prin PLD. Filmele de origine
animala erau carbonatate si contineau Na, Mg, Cl si Si pe langa ionii majoritari de Ca si
P. Ele erau insa deficiente in Ca, fenomen asociat unei solubilitati crescute. Am observat
cd aceste filme sunt mult mai aderente la substratul de Ti si mai rugoase (pana la de doua
ori) in raport cu cele din HA de sinteza. Doparea cu metale sau sticle confera o micro
duritate sporitd. Apreciez cd aceste performante superioare vor asigura obtinerea de
acoperiri cu durate de osteointegrare mai scurte §i osteoconductivitate substantial
imbunatatitd. Mentionez cd aceste materiale sunt ieftine si provin din surse regenerabile.
III. 1. Am depus prin PLD pe Ti filme din doud tipuri de BG continand 61% SiO>
(BG61) 51, respectiv, 57 % Si02 (BG57). Morfologia ambelor filme a fost uniforma si a
constat din aglomerari continue de particule sferice, de dimensiuni micronice. Analiza
EDS a relevat pastrarea stoichiometriei in filmele depuse, prin prezenta cationilor
constituenti ai BG. Dupa imersare in SBF, filmele au prezentat un caracter bioactiv ca
urmare a unor procese de dizolvare progresiva si aproape totald a BG (dupa sapte zile),
simultan cu cresterea din fluidul biologic a unui strat de HA carbonatatd. Acest strat nou
format cristalizeaza partial si creste In timp, pe durata imersarii in SBF. Comportamentul
este mai accentuat pentru filmele BG57. Viabilitatea si proliferarea au fost superioare tot

in cazul filmelor BG57, indicand un mediu mai "prietenos" pentru celule.

35



2. Am depus prin PLD HA pe implanuri 3D cranio-spinale de Ti. Celulele crescute pe
aceste structuri aderd intim la substrat, asa cum s-a vazut din imaginile SEM.
Citoscheletul celular nu suferd alterari prin aderare la Ti, cu care stabileste numeroase
puncte de contact. Viabilitatea celulard nu este diminuatd iar biocompatibilitatea este
conservata, ceea ce sustine un potential Tnalt de aplicabilitate al acestui tip de implanturi.

3. Am sintetizat prin PLD filme HA pe mese chirurgicale de Ti. Microstructura filmelor
depuse a fost densd, cu uniformitate redusd si constd din picaturi cu dimensiuni
micronice. In XRD am observat o difractograma a filmelor HA depuse pe mesele de Ti
identica cu cea a materialului de baza. Studiile FT-IR au demonstrat prezenta HA bine
cristalizata. Cartografia EDS a evidentiat o bund omogenitate chimica, iar spectrul EDS a
indicat o puritate avansata a filmului HA. Valorile masurate ale aderentei au fost adecvate
utilizarii in acoperirea de implanturi metalice. Analiza SEM a demonstrat o interactiune
puternicd a celulelor SaOs2 cultivate cu filmele HA. Acest comportament a conferit
stabilitate celulelor care au prezentat valori ale viabilitatii si proliferarii similare
controlului. Au fost efectuate teste clinice in vivo de reconstructie craniand cu mese de Ti
fixate cu ajutorul micro-suruburilor. In cazul pacientilor cu reconstructie craniani cu
mesa de Ti cu suprafata functionalizatd cu HA, s-au evidentiat modificari ale densitagii
tisulare, atat pe marginea cat si in zona de mijloc a mesei. Nu s-au semnalat reactii

adverse sau infectii iar rezultatele estetice au fost satisfacatoare pentru toti pacientii.

Avizat,

Prof. Dr. Ion N. Mihailescu
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B. Lista de abrevieri

AFM — Microscopie cu Fortd Atomica

AN — Aspergillus Niger

BG — Sticle bioactive

BHA:Li,O — Hidroxiapatitd de origine bovina dopata cu oxid de Litiu

BHA:CIG — Hidroxiapatita de origine bovind dopata cu sticla comerciala
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C — Carbon

Ca — Calciu

CA — Unghi de contact

CaP — Fosfat de Calciu

CHA — Hidroxiapatita carbonatata

CPLD — Depunere Laser Pulsata Combinatoriala
EDS — Spectroscopie cu Dispersie de Energie
FT-IR — Spectroscopie in InfraRosu cu Transformata Fourier
GIXRD — Difractie de Raze X la Incidentd Razanta
HA — Hidroxiapatita

HA,,,— Hidroxiapatita sintetica

HBA — Hidrofobina A

HBB — Hidrofobina B

HU — Unitate Hounsfield

IM — Microscopie Interferentiala

In — Indiu

1Z0 - Oxid dublu de Indiu si Zinc

K0 — Oxid de Potasiu

Mg — Magneziu

Na — Sodiu

NP — Nanoparticule

0;— Oxigen

P — Fosfor

PLD — Depunere Laser Pulsata

PMMA — Polimetilmetacrilat

RMS — Rugozitate Medie Patratica
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RT — Temperatura camerei

SBF — Fluide Fiziologice Simulate

SD — Deviatie Standard

SE — Elipsometrie Spectroscopica

SEM — Microscopie Electronica de Baleiaj
SHA — Hidroxiapatita de origine ovina
Si — Siliciu

8i0; — Dioxid de Siliciu

TF — Filme subtiri

Ti — Titaniu

UV - Ultra-Violet

VIS-NIR — Spectru Ultra-Violet - Vizibil
XRD - Difractie de Raze X

Zn0 — Oxid de Zinc
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