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Stiinta biomaterialelor este ,,stiinta care se ocupa cu interactiunile dintre organismele
vii si materiale”, iar biomaterialele ca fiind ,,orice substantd sau combinatic de substanta, de
originenaturala sau sintetica, care poate fi folosita pe o perioada de timp bine determinata, ca un intreg
sauca o parte componentd a unui sistem care trateaza, grabeste, sau inlocuieste un tesut, organ sau
ofunctie a organismului uman”(Williams 1992). Astfel s-a nascut stiinta biomaterialelor cu un
vocabular medical si stiintific imbogatit de noitermeni, destinati definirii interactiunii intre un
organism viu si un material.

Ortopedia, chirurgia estetica, oftamologia, chirurgia maxio-faciala, cardiologia, urologia,
neurologia §i practic toate specialitatile medicale nu numara mai pugin de 400 de produse diferite si
10% din activitatile medicale necesita utilizarea de biomateriale n scopuri de: diagnostic, preventie si
terapie (figura 1). Din categoria biomaterialelor folosite pentru realizarea implanturilor si a
dispozitivelor medicale fac parte urmatoarcle materiale: polimerii, metalele, ceramicele si
compozitele. O gama larga de polimeri se folosesc in aplicatiile medicale, aceasta datorandu-se
faptului ca acestia segasesc sub diferite forme complexe si compozitii (solide, fibre, fabricate, filme si
geluri). Totusi in cazul implanturilor folosite la protezarea articulatiilor aceste materiale se folosesc
mai putin datorita faptului ca nu indeplinesc in totalitatea proprietatile mecanice ce se necesita in astfel
de cazuri.

Metalele sunt unele dintre cele mai folosite biomateriale in cazul implanturilor ortopedice, sinu
numai. Acestea sunt cunoscute pentru rezistenta mare la uzura, ductibilitate si duritate ridicata. Cel
mai des folosite metale pentru realizarea implanturilor sunt otelurile inoxidabile, aliajele de cobalt-
crom-molibden, titanul si aliajele de titan. Titanul si aliajele acestuia sunt folosite cu precadere la
realizarea implanturilor ortopedice datorita faptului ca proprietatile mecanice aleacestuia sunt
asemanatoare cu cele ale tesutului osos. Principalele dezavantaje al acestor metale sunt rigiditatea
ridicata pe care o au in comparatie cutesuturile gazda, precum si tendinta acestora de a crea artefacte
in cazul procedeelor dediagnosticare avansate (investigarea cu computerul tomografic si rezonanta
magnetica). De asemene, otelurile inoxidabile si aliajele de cobalt cu crom sunt predispuse la
coroziune,eliberdnd in organism ioni metalici ce pot cauza reactii alergice (Speide si Uggowitzer,
1998).

Ceramicele sunt, de asemenea, foarte des intilnite in aplicatiile medicale datorita
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2. CLASIFICAREA BIOMATERIALELOR

Exista trei tipuri de biomateriale ce se disting dupa interactiunea lor cu mediul biologic:
*materiale bioinerte,

*materialele bioabsorbante,

emateriale bioactive.

Materialele bioinerte cum ar fi titanul, tantalul, polietilena i alumina, expun o foarte mica
interactiune chimica cu tesuturile adiacente. Tesuturile pot adera la suprafata acestor materiale inerte
fie prin cresterea acestora in microneregularitatile suprafetei (osteointegrare) fie prin folosirea de
adeziv special (acrilat). Pe termen lung, acesta din urma nu este modul ideal de fixare aimplanturilor,
de regula cele ortopedice si stomatologice. Cu toate acestea, multe din implanturi polimerice sunt
considerate a fi sigure si eficace pe o perioada cuprinsa intre cateva luni si cativa ani. Reactia biologica
este inevitabila, dar este compensata de modul de proiectare a implanturilor.

Materialele bioabsorbante cum ar fi fosfatul tricalcic, acidul copolimeric polilactic-
poliglicolic, chiar si unele metale, sunt astfel concepute incat acestea sa poatd fi usor absorbite de
organism s iinlocuite de tesuturile adiacente (tesutul osos sau piclea). Acest tip de materiale sunt
folosite Tn cazul transportului de medicamente sau in cazul structurilor implantabile biodegradabile
cum ar fiata chirurgicala.

Din categoria materialele bioactive fac parte materialele sticloase, ceramicele, combinatiile
alematerialelor sticloase cu ceramicele si hidroxiapatita care contine oxizi de silicon (SiO2),
sodiu(NaQ?2), calciu (CaO), fosfor (P205) si alti constituenti de materiale care ajuta la formarea de



legaturi chimice cu tesutul osos. Aceste materiale sunt bioactive datorita legaturilor pe care acestea le
realizeaza in timp cu tesutul osos si in unele cazuri cu tesutul moale. In particular, are loc o reactiede
schimb de ioni intre materialul bioactiv si lichidele corpului, prin care particule de material difuzeaza
in lichid si viceversa, rezultand in timp, un strat biologic activ de fosfat de calciu, care este chimic si
cristalografic echivalent cu structura osoasa. De asemenea, materialele bioactive par sa fie raspunsul
ideal in cazul fixarii oaselor in urma fracturilor, dar nu sunt potrivite in cazul implanturilor de
articulatii, acolo unde gradul de frecare dintre materialele in contact este foarte mare.

In functie de natura biomaterialelor Tntalnim:

« biomateriale naturale (materiale biologice):-organice,-anorganice;

« biomateriale sintetice:-metalele,-polimerii,-ceramicele,-compozitele. In ultima decadi se
pune tot mai mult accent pe inlocuirea materialelor sintetice utilizate inmedicina umana si veterinara
cu materiale biosintetice (bioartificiale). Aceste materiale contin cel putin o componentd naturala care
are scopul de a mari gradul de biocompatibilitate al materialului respectiv si de a grabi procesul de
vindecare. Componenta naturala a materialelor bioartificiale poate fi o proteind (colagen,
fibronectina,elastina), un polizaharid din clasa glicozaminoglicanilor (condroitin sulfat, heparina,
heparan sulfat,acid hialuronic), o secventa peptidica cu rol in recunoasterea celulara sau in procesul de
adeziune. Aceste componente sunt cel mai adesea macromolecule ale matricei extracelulare ale
tesuturilor cucare materialele intrd in contact si care sunt implicate in procesele de vindecare.

Biomateriale metalice

Proprietatile materialelor sunt guvernate direct chiar de structura lor. La nivel atomic, metalele
sunt formate din ioni pozitivi, aflati in interiorul norului de electroni liberi. Acest nivel atomic este
responsabil pentru caracteristicile si proprietatile distincte ale metalelor. Legaturile metalice permit
atomilor sa se autoaranjeze intr-o anumita ordine, sa se repete si sa se organizeze intr-un model cristalin
tridimensional. Electronii liberi sunt responsabili pentru proprietatile electrice si de conductibilitate
termicd a metalelor. Datorita faptului ca legaturilor interatomice din structura metalelor nu sunt spatial
orientate, atomii aflatii la capatul straturilor pot aluneca de pe un strat pealtul dand astfel nastere
deformatiei plastice. Proprietdtile chimice ale metalelor depind tot de natura legaturilor lor atomice.
Cu cat legaturile dintre atomi sunt mai puternice, si greu de rupt, cu atat materialul este mai inactiv.
Deoarece interactiunea dintre tesutul uman si biomaterial are loc la nivelul interfetei dintre cele doua
componente, proprietatile suprafetei materialului implantat sunt de mare importanta. Metalele in stare
pura sunt mai rar utilizate, aliajele acestora fiind mai des folosite datoritafaptului ca imbunatitesc unele
dintre proprietati, cum ar fi rezistenta la coroziune si duritatea. Trei grupe de materiale domina grupa
biomaterialelor metalice: otelurile inoxidabile 316 L, aliajelede cobalt-crom-molibden si titanul pur
sau aliaje de titan (tabelul 1). Primul tip de otel inoxidabil folosit in implanturi a fost otelul de vanadiu
(18-8Va), dar rezistenta la coroziune a acestuia nu a fost prea buna. Pentru a-i mari rezistenta la
coroziune, in compozitia acestuia S-a adaugat molibden (18-8Mo), care mai tarziu a devenit otelul
inoxidabil 316.In anii 1950, componenta de carbon a otelului inoxidabil 316 a fost redusa de la 0,08%
la 0,03% dingreutatea totald, cu scopul de crestere a rezistentei la coroziune. Astdzi, acest otel poarta
numele de ofel inoxidabil 316L si contine o cantitate de 0,03% carbon, 2% magneziu, 17-20% crom,
12-14%nichel, 2-4% molibden si alte elemente in cantitati mai mici cum ar fi fosforul, sulful, si
siliconul.Stratul pasiv (rezistent la coroziune) al acestor oteluri nu este la fel de robust ca in cazul
celor din aliaje de titan. Din aceastd cauza, otelurile inoxidabile sunt folosite doar Ia
realizareaimplanturilor medicale temporare cum ar fi suruburile de fixare si tijele ortopedice pentru
fixareafracturilor. Aceste oteluri pot fi ecruisate prin prelucrare la rece. Tn cadrul procesului de
fabricatieal otelurilor inoxidabile, tratamentele la cald sunt necesare Thaintea celor la rece.

Procesul de ecruisare este bazat pe efectul inducerii unor tensiuni de compresie in suprafata
piesei metalice printr-o sablare controlata. Prin acest tratament se mareste rezistenta la imbatranire si,
de asemenea, durata de viata a piesei.

Tabelul 1



Compozitia % a biomaterialelor metalice folosite in implanturile medicale.

Element | Otel inoxidabil 316 L | Aliajul Co-Cr-Mo Titan Aliaj Ti-6Al-AV

C 0,03% 0,035% 0.010% 5,5-6,5%
Co - ponderat - 0,08%
Cr 17-20% 26-30% - -

Fe ponderat 0.75% 0.3-0.5% -

H - - 0.0125-0.015% 0.25%
Mo 2-4% 5-7% - 0,0125%
Mn 2% 1% - -

N - 0.25% 0.03-0,05% -

Ni 12-14% 1% - 0.05%

0] - - 0.18-0.40% -

P 0,03% - - 0,13%

S 0,03% - - -

Si 0.75 1% - -

Ti - - ponderat -

V - - - ponderat

W : : - 3,5-4,5%

Aliajele pe baza de cobalt-crom-molibden contin o cantitate ponderata de cobalt, 26-30%
crom, molibden 5-7%, precum si alte elemente componente ca: carbonul, fierul, magneziu,
azotul,nichelul si siliciul. Pe langa cele doud componente de bazd se foloseste molibdenul pentru
obtinereaunei structuri fine, care rezultd in urma proceselor de turnare si forjare. Cromul este folosit
n acestaliaj ca un scut protector impotriva procesului de coroziune. Datorita proprietatilor mecanice
foarte bune (rezistenta la oboseal, rezistenta de rupere latractiune), aliajele pe baza de cobalt-crom-
molibden se folosesc de regula la fabricarea implanturilor ortopedice ce suporta solicitari foarte mari
cum ar fi endoprotezele de sold sigenunchi. De asemenea nici proprietatile abrazive (0,14 mm/an)
precum si rezistenta la coroziune foarte mare, ale acestor aliaje nu sunt de ignorat. Primele incercari
de utilizare a titanului in implanturile medicale dateazi din anii 1930. Greutatea usoari (4,5 g/cm?)
precum si proprietatile mecano-chimice forte bune ale titanului, fac din acesta un material foarte
utilizat in cazul implanturilor ortopedice. Exista patru categorii de titan folosite in aplicatiile medicale.
Deosebirile dintre ele sunt date de impuritati ca: oxigen, fier si nitrogen. Tn particular, oxigenul are o
se mai folosesc si alte componente ca: hidrogenul si carbonul (0,015% si respectiv 0,1%). De asemenea
titanul are o rezistenta foarte mare la coroziune, datoritd formarii unui strat de oxid de titan (TiOz) pe
suprafata acestuia. Aceastd pelicula produce grabirea procesului de osteointegrare, proces prin care
tesutul osos adera la suprafata implantului fara aparitia inflamatiei cronice.

Dezavantajele titanului includ o rezistenta la forfecare relativ mica, rezistentd mica la uzura si
dificultati in procesul de fabricatie.

Aliajele pe baza de titan si nichel au o proprietate neobisnuitd si anume, daca sunt deformate
sub temperatura de transformare polimorfa, acestea revin la forma initiala odatd cu crestere de
temperaturd. Unul dintre cele mai cunoscute aliaje pe baza de titan si nichel este aliajul Nitinol-55,care
are in compozitia sa urmatoarele elemente: Ni si Ti in proportie de 50-55 %, precum si Co, Cr,Mn, si
Fe. Acest tip de aliaj expune o serie de proprietati de calitate cum ar fi o bund ductibilitate la
temperaturd joasd, o bunad biocompatibilitate, rezistenta la coroziune, rezistenta la incarcaremecanica
precum si proprictatea de conversie a energiei calorice in energie mecanica. Se foloseste 1n




stomatologie (implanturile dentare), chirurgia reconstructiva (placi craniene), chirurgia cardiaca(inima
artificiala) si ortopedie (scoabe si suruburi de fixare a fracturilor).

Modulul de elasticitate al materialelor prezentate este de cel putin sapte ori mai mare decét cel
al tesutului osos. Aceasta neconcordantd poate duce la aparitia fenomenului de ,,supraconsolidare”,o
stare caracterizata prin reabsorbtia osoasd in vecindtatea implantului. Complicatiile clinice
apar datoritd faptului cad cea mai mare parte din solicitarea mecanica este preluatd de catre
implant, privand tesutul osos de stimularea mecanica necesara procesului de homeostaza. Proprietatile
mecanice ale unui implant depind nu numai de tipul materialului folosit dar si de procesul defabricatie,
tratamentele termice si mecanice putind schimba microstructura materialului. De exemplu, in cazul
prelucrarii la rece (forjare sau cilindrare), deformarile rezultate duc la o crestere aduritatii si a
rezistentei materialului, dar din pacate scade ductibilitatea si creste reactivitatea chimica.

Transformarile unei forme cristaline, stabila la o anumitd temperaturd, intr-o altd forma
cristalind, stabila la altdtemperatura, se numesc transformari polimorfe. Transformarea polimorfa
consta intr-o modificare a pozitiilor reciproce,o regrupare, a particulelor care ocupa nodurile retelei
cristaline, la temperatura de transformare polimorfa, ca urmare avibratiei particulelor.

Biomateriale polimerice

Polimerii sunt cele mai folosite materiale in cadrul aplicatiilor medicale (tabelul 3). Aceste
materiale pot fi folosite Tn realizarea de dispozitive cardiovasculare (grefe vasculare, valve artificiale
ale inimii), implanturi mamare, lentile de contact, lentile intraoculare, invelisuri pentru medicamente,
ate chirurgicale, adezivi si substituenti pentru sange. Polimerii sunt materiale organice, alcatuiti dintr-
un numar mare de macromolecule, care de fapt formeaza legaturi covalente intre atomi. Datorita naturii
lor covalente a legdturilor intermoleculare,electronii sunt localizati intre atomii constituenti, si
polimerii consecventi tind sa aiba proprietati termice si electrice scazute. Cei mai utilizati polimeri,
inca din ani 1960, sunt poliglicoidele (PGA) si polilactidele (PLA). Polilactidele sunt formate fie din
monomeri stereo, monomerii de tip "D" si monomerii de tip "L",fie din combinatia acestor doi (DL).
Doar polimerii de tip "L" sunt de origine naturald. Polilactidelea cdror monomeri predominanti sunt
acei de tip "L" sunt polimeri semicristalini a ciror timp dedegradare este mai mare de doi ani. In celalalt
caz, cand monomerii predominanti sunt de tip "D", polimerii se gasesc in stare amorfa si sunt folositi
n cazul Tncapsularii medicamentelor datorita timpului rapid de degradare.

Tabelul 3

Exemple de aplicatii medicale ale polimerilor.

Aplicatii Polimeri

Implanturi cardiovasculare Polietilena, polivinil, policlorhidrd, poliester, cauciuc siliconal,

polietilena, politetrafluoritileni

Implanturi ortopedice Polietilend, polimetil, polimetacrilat,

Farmaceutica (medicamente) | Polilactite, policoglicoide

Tesuturi artificiale Acid polilactic, acid poliglicoloc, polilactidi, policoglicoide

Comportamentul mecanic si termic al polimerilor este influentat de cativa factori,
incluzandcompozitia chimica, structura lanturilor polimerice, precum si masa atomica a moleculelor.
Deformatia plastica 1si face aparitia atunci cand fortele de actiune mecanice cauzeaza alunecarea
staturilor componente, unul fatd de celalalt. Schimbarile in structura polimerului, menite
saimbunatateasca rezistenta la alunecare dintre straturi, fac ca rezistenta mecanica a materialului
sacreascd, dar scade plasticitatea materialului. De asemenea, crescand numarul de macromolecule
componente, se ajunge tot la o mobilitate scazuta intre straturi. Mecanismul de degradare al polimerilor
cu o structura semicristalind se iImparte n trei mari etape. In prima etapa, partile amorfe sunt dizolvate
de apa. Aceasti dizolvare nu afecteazi rezistenta mecanici a polimerilor. In cea de-a doua fazi au loc



atacuri ale enzimelor asupra polimerului, iar cea de-a treia faza consta in eroziunea materialului.
Factorii ce accelereaza fenomenul de degradarea polimerilor sunt:

factorul hidrofilic,

factorul de cristalinitate,

factorul de marime.

Comparati cu metalele si ceramicele, polimerii au o rezistentd mecanicd mai micd precum §i
unmodul de elasticitate mai mic, dar acestia pot fi deformati pana la o valoare mai mare inainte
derupere.in general, polimerii nu sunt folositi in aplicatiile medicale in care si fie supusi la
solicitarimecanice puternice (articulatia artificiala a soldului, a genunchiului, a gleznei). Polietilena cu
odensitate mare molecularda (UHMWPE) este o exceptie de la aceasta regula, fiind folosita camaterial
de frictiune in cazul protezei de sold soldului si genunchi .

Biomateriale ceramice

Ceramicele sunt materiale Tn compozitia carora intra materialele metalice si nemetalice,
legateintre ele prin legdturi ionice sau covalente. Ca si in cazul metalelor, legaturile interatomice
dinmaterialele ceramice sau format in urma cristalizarii tridimensionale a structurii. In contrast
culegaturile metalice, electronii din legaturile ionice sau covalente ale ceramicelor, sunt localizati
intreionii/atomii constituenti. Ceramicele sunt izolatoare din punct de vedere electric si termic.
Legaturile ionice sau covalentefac din ceramica un material cu o duritate mare si fragilitate ridicata,
deoarece panele de atomi/ioninu aluneca intre ele. Aceste materiale sunt insa sensibile la aparitia
fisurilor sau alte defecte. Legaturile ionice/covalente ale materialelor ceramice au o mare influenta in
cazul comportarii chimice a acestora. Ca biomateriale, materialele ceramice se gasesc sub numele de
bioceramice si se pot clasifica in patru mari categorii:

sceramice bioinerte sau neabsorbabile,

sceramice absorbabile,

sceramice bioactive.

Bioceramicele bioinerte nu sunt toxice, cancerigene, alergice, inflamatorii, si prezintd o
bunacomportare la coroziune. Din cadrul acestor ceramice face parte: alumina, zirconia, silicon nitrida
sicarbonul. Ele sunt de obicei folosite in cazul endoprotezelor de sold si a valvelor artificiale aleinimii.

Bioceramicele absorbabile se folosesc Tn cazul implanturilor degradabile, acestea
fiindabsorbite de corp. Din cadrul acestor bioceramice fac parte fosfati (calciu, tricalciu, aluminiu-
calciu,zinc sulfat de calciu), oxizii (zinc-calciu-fosforos, feric-calciu-fosforos si coralii (carbonat
decalciu).

Bioceramicele bioactive includ: biosticla, hidroxiapatitele si ceravitatul (un amestec de oxid
desilicon, calciu, sodiu, fosfor, magneziu si potasiu). O importanta aplicatic a acestor bioceramice
esteaceea de ,imbracare” a protezelor metalice, in special a celor de sold, pentru a permite
tesutuluiuman sa adere la suprafata protezei. Pe langa acesta utilizare, bioceramicele reactive se mai
folosescsi la protezele dentare, tije si suruburi de fixare a fracturilor.Materialele ceramice nu sunt
predispuse la coroziune chimicd, ca in cazul materialelor metalice,dar sunt sensibile la alte forme de
degradare, atunci cand sunt expuse mediului fiziologic.Mecanismul si gradul de degradare depind in
principiu de tipul materialului ceramic.Chiar s1 alumina, care este consideratd in general un material
bioinert, suferd modificari in cazulrezistentei mecanice, atunci cand intrd in contact cu un mediu salin.
Ceramicele bioactive cat simaterialele sticloase sunt degradabile in organismul uman. Chiar daca
aceste materiale au odegradare lenta, sau rapida, ele pot fi reabsorbite de osteoclaste (celulele ce distrug
in permanentatesutul osos), datorita asemanarii particulelor de fosfat de calciu cu componentele
minerale aletesutului osos.Proprietatile de extensibilitate scazute, precum si o fragilitate mare, fac ca
materialele bioceramice sa fie mai putin folosite in aplicatiile medicale. De asemenea, rezistenta la
fncovoiere,a ceramicelor, este foarte micd. Comportarea lor este mai buna in cazul supunerii la forte
decompresiune (tabelul 6).

Tabelul 6

Proprietatile mecanice a celor mai folosite bioceramice.



Materiale Modulul Young | Rezistenta la compresiune Rezistenta de rupere la
E [Gpa] O [Mpa] tractiune O [Mpa]
Alumina 380 4500 350
Biosticla 22 500 56-83
Fosfat de calciu 40-117 510-896 69-193
Carbon pirolitic 18-28 517 280-560

Din toate materialele bioceramice, alumina are cele mai bune proprietati mecanice,
dar proprietatile sale, la alungire, raman scazute in comparatie cu cele ale biomaterialelor metalice.
Unavantaj al aluminei, este acela cd are un coeficient de frecare scdzut si o rezistentd mare la
uzurd.Datoritd acestor proprietdfi, alumina se foloseste cu precadere in cazul suprafetelor de alunecare
(incazul endoprotezei de sold).Proprietatile mecanice scazute ale fosfatului de calciu (hidroxiapatita)
si a sticlei bioactive, facca acestea s nu poata fi folosite in cazul articulatiilor artificiale. Clinic,
hidroxiapatita este folositica material de ,,umplutura” in cazul defectelor de oase (osul urechii mijlocii,
septul nazal). O alta intrebuintare a hidroxiapatitei este aceea de formare a unui strat pe implanturile
metalice, pentru aamplifica procesul de osteoficare .

Biomateriale compozite

Compozitele sunt acele materiale care au in componenta doud sau mai multe faze constituente,
de obicei o matrice polimerica si o0 componenta de armare, la o scara mai mare decat cea atomica. De
obicei, elementele componente ale unui material compozit sunt separate intre ele prin interfetece pot
fi identificate fizic. Din punct de vedere structural, materialele biocompozite sunt materiale anizotrope,
adica proprietatile lor mecanice difera pe toate directiile.O prima clasificare a biocompozitelor se poate
face dupa natura elementelor componente.

Exista trei moduri de rigidizare a materialelor compozite:

ecu fibre scurte,

ecu fibre lungi,

ecu particule de material (pulbere).Fibrele utilizate ca materiale de armare pot fi de natura foarte
diversa: bumbac, matase, 1ana,celuloza, carbon, polimeri sintetici, metale etc. Ele trebuie sa fie
suficient de flexibile (pentru a permite prelucrarea materialului compozit prin procedee diverse) si sa
prezinte un raport marelungime/diametru, care sa permita preluarea eficienta a solicitarii exterioare
dinspre matrice sprematerialul de armare. In general, adiugarea de fibre intr-o matrice ductild
(polimerica sau metalica)urmareste cresterea rigiditatii materialului compozit, iar in cazul unei matrice
fragila (de exempluceramica) vizeaza cresterea rezistentei.Una din clasele de umpluturi sub forma de
particule dispersate sunt pulberile metalice (bronz,fier, argint, zinc etc.), care au ca principal rol
traditional ca avand proprietati izolatorii. Deexemplu, prin introducerea de astfel de pulberi metalice
in masa poliolefinelor se pot obtinemateriale cu 0 buna prelucrabilitate, capabila sa asigure o ecranare
eficienta impotriva radiatiilor electromagnetice si evitarea interferenfelor. Aceste proprietati sunt
esentiale pentru protejareadispozitivelor medicale si a aparaturii medicale 1n general, de functionarea
careia depinde sigurantasi calitatea vietii pacientului. Biocompozitele pot avea o matrice polimerica,
metalicd sau pe baza de materiale ceramice. Matricea are un dublu rol: sd tind compacte
fibrele/particulele utilizate ca sistem de armare si sarealizeze transferul tensiunilor rezultate in cazul
solicitarilor externe, catre fibrele de armare. Proprietatile unui astfel de material compozit va depinde
n acest caz nu numai de caracteristicile

intrinseci ale celor doua elemente componente, dar si de aranjamentul spatial al
fibrelor/particulelor in interiorul matricei si de gradul de adeziune matrice-fibre.

Cateva observatii se impun:

1.Materialele compozite armate cu fibre lungi manifestd o anizotropie a proprietatilor. Cu
altecuvinte, o parte din proprietatile materialului variaza in functie de directia sau planul demasurare;



2.0btinerea unui material compozit armat cu proprietati izotrope (modulul lui Young
saucoeficientul de dilatare termica), este posibila atunci cand se folosesc fibre scurte saumateriale de
armare dispersate (particule), cu condifia ca acestea sa fie orientate aleatoriu ininteriorul matricei.
Acest deziderat nu este usor de transpus 1n practicd;

3.Existd o gama largd de materiale compozite cu aplicatii medicale in care materialul dearmare
— fibre lungi sau tesaturi — sunt orientate in mod controlat pe anumite directii privilegiate, pentru a
induce anizotropia unora dintre proprietatile compozitului.Tipul de interfatd dintre matrice si
materialele de ranforsare are un rol primordial in stabilirea proprietatilor materialului compozit. Prin
definitie, interfata reprezinta zona/suprafata de separaredintre doua regiuni la nivelul careia au loc
discontinuitdti ale unor proprietati fizice, mecanice,chimice etc.

Cateva observatii generale se impun a fi prezentate:

1.In cazul biomaterialelor compozite ce contin fibre, interfata matrice/fibrd este in
generalrugoasa si nu perfect plana.

2.Materialul matricei trebuie sa ,,ude suprafata fibrei” (fenomen ce mareste implicit aria
decontact dintre cele doua faze). Pentru a se imbunatati gradul de udare al fibrelor, se folosescagenti
de cuplare.

3.0btinerea unor materiale compozite cu proprietdti optime, in special in ceea ce
privesterezistenta mecanica care este conditionatd de felul in care solicitarile mecanice se propaga
lasuprafata de separare matrice-fibra. Un bun transfer al tensiunilor de la matrice la fibra presupune o
suprafatd mare de contact si o foarte bund adeziune. O adeziune scazuta intrematrice si fibre duce la
aparitia si propagarea rapida a fisurilor n interiorul compozitului.

4.Adeziunea dintre matrice si materialul de ranforsare poate fi realizatd prin legaturi de tip
vander Walls (adeziune slabd), dar si prin legaturi covalente puternice.

5.Suprafata totala de contact dintre matrice si fibre poate merge pani la valori de 3000cm?/cm?,

O alta clasificare se poate face in functie de modul de biodegradare:

eabsorbabile in Tntregime,

* partial absorbabile,

*neabsorbabile.

Biocompozitele total absorbabile sunt realizate din fibre si o matrice generala, ambele
fiindabsorbabile. Aceste materiale sunt folosite cu precadere in cazul fixarii fracturilor (suruburi sau
tije), fard a fi necesar ca dupa vindecarea tesutului osos aceste dispozitive de fixare sa fie extrase,ele
fiind absorbite de organism. Cel mai utilizat material compozit absorbabil este grupul de polimeri ai
acidul polilactic (PLA), din mai multe considerente pozitive:

* materialul este in totalitate biodegradabil cu o rata de absortie ce poate fi controlata
prinmodificarea masei moleculare;

* produsii rezultati in urma degradarii nu sunt toxici pentru organism, sunt biocompatibilisi
sunt usor metabolizati. Principalul dezavantaj al acestor biocompozite este modul decoordonare a
procesului de degradare a componentelor.

Biocompozitele partial absorbabile sunt realizate din materiale de rigidizare neabsorbabile
simateriale matrice absorbabile. Istoric vorbind, aceste materiale au fost predecesorii
materialelor biodegradabile. In general, cele mai utilizate compozite partial absorbabile in aplicatiile
medicalesunt: polimetilmetacrilat (PMMA) si poli(butilen tereftalat) (PBT) ca matrice neabsorbabile
incombinatie cu hidroxiapatita (HA) sau acidul polilactic (PLA); polihidroxibutirat (PHB) ca
matriceneabsorbabild in combinatie cu alumina sau carbonatul de calciu ca §i componente
biodegradabile.

Tn cazul biocompozitelor neabsorbabile, ambele componente, cea generald (matricea) si cea
derigidizare (particule sau fibre) sunt neabsorbabile. Acestea sunt in general folosite pentru a
asigura proprietati mecanice si clinice care nu pot fi obtinute cu biomaterialele traditionale. Astazi,
materialele compozite neabsorbabile sunt folosite pentru realizarea dispozitivelor de fixare



avertebrelor spinale, in cazul endoprotezelor de sold si genunchi, in cazul implanturilor
dentare,datoritd proprietatilor mecanice stabile pe cale le confera implantului.Majoritatea tesuturilor
biologice (tesutul osos, dentina, colagenul, cartilajul, pielea) sunt considerate materiale compozite. Tn
general tesuturile sunt impartite pe doud categorii: tesuturi duresi tesuturi moi. Tesutul osos si tesutul
dintilor sunt singurele exemple de tesuturi dure, iar pielea, vasele de sange, cartilajele si ligamentele
sunt cateva exemple de tesuturi moi. Dupa cum se stie,tesuturile dure sunt in general mai rigide (cu un
modul de elasticitate ridicat) si mai dure decattesuturile moi. Cu toate acestea, materialele prezentate
mai sus sunt compozite naturale cu proprietatianizotrope, care depind de rolul si aranjamentul
structural al componentelor tesuturilor (colagenul,elastina, hidroxiapatita). Anizotropia proprietatilor
elastice ale tesuturilor biologice trebuie sa constituie criteriul de baza pentru proiectarea implantelor
medicale realizate din materialecompozite.

Principala caracteristicd a materialelor compozite este aceea ca, variind faza de rigidizare
se poate obtine o gama larga de proprietdti mecanice si biologice. Din punct de vedere mecanic,
materialele metalice si cele ceramice par sa fie cea mai buna alegere pentru aplicatiile medicale incazul
tesuturilor biologice dure, in timp ce polimerii pot fi folositi in cazul tesuturilor biologice moi.Dupa
cum se poate observa in cele douad tabele, modulul de elasticitate al metalelor si al ceramicelor sunt de
10-20 de ori mai mare decét cel al tesuturilor dure. Astfel, implanturile fabricate din aceste materiale
tind sa fie mult mai rigide decat tesuturile adiacente. In ortopedie, aceastd nepotrivire derigiditate
dintre tesutul osos si implanturile metalice sau ceramice influenteaza distributia tensiunilor de
solicitare intre cele doud componente. Deoarece tensiunea de solicitare este invers proportionala cu
rigiditatea elementelor, tesutul osos este mai putin solicitat fata de implant. Dupa spusele lui Wolff, cu
cat tensiunile de solicitare sunt mai mici cu atat gradul de remodelare altesutului osos se accentueaza,
ceea ce duce la o densitate osoasi mai micd ceea ce inseamna afectarea arhitecturii osoase. In
osteosinteza, acest fapt poate afecta procesul de vindecare al oaselor si poate creste riscul aparitiilor
de fracturi, fie in zona de legdtura os-implant fie in altd zona. Daca echilibrul rigiditatii este atins atat
de implant cét si de tesutul osos, riscul aparitiilor efectelor negative este foarte mic. In aceasta privinta,
folosirea unor materiale (polimeri) cu un modul de elasticitate scazut pare sa fie o solutie buna. Totusi,
rezistenfa micd asociatd cu un modul de elasticitate scazut diminueaza sansele de utilizare a
materialului Tn scopuri medicale.Modulul de elasticitate ridicat si rezistenta mecanica mare a
materialelor polimerice compozite au facut din acestea unele dintre cele mai folosite materiale in
ortopedie. Un alt avantaj almaterialelor compozite ar fi acela ca, variind volumul fractionar si cantitatea
de materiale derigidizare se pot obtine proprietati ale implantului care sa fie tolerate de tesuturile gazda.
Deasemenea, s-a demonstrat faptul cad materialele compozite au biocompatibilitate structurald mult
mai buna decat cea a materialelor monolitice.Materialele compozite mai ofera si alte avantaje in
detrimentul materialelor metalice siceramice si anume: absenta fenomenului de coroziune, lipsa
eliberarii ionilor metalici ce sunt foarte ddunatori organismului, o rezistentd mai mare la rupere si o
rezistenta mai mare la oboseala.

BIOCOMPATIBILITATEA MATERIALELOR CU ORGANISMUL UMAN

Clasa biomaterialelor se deosebeste de celelalte clase de materiale prin criteriul de
biocompatibilitate, care se defineste ca fiind proprietatea biomaterialelor, prin care, in urmaimplantarii
lor intr-un organism viu, nu produc reactii adverse si sunt acceptate de tesuturile ce leinconjoara.
Asadar, biomaterialul trebuie sa nu prezinte toxicitate sau sa nu produca reactii inflamatorii, atunci
cand este introdus Tn organismul uman ca si implant. Cercetatorii Wintermatel si Mayer (1999) au
extins definitia biocompatibilitdfi §i au ajuns lasepararea acesteia in doud categorii
biocompatibilitatea  intrinsecd s1  biocompatibilitatea  extrinseca  (functionald). Prin
biocompatibilitatea intrinseca se intelege faptulcd suprafata implantului trebuie sa fie compatibild cu
tesutul gazda din punct de vedere chimic, biologic si fizic (incluzand morfologia suprafetei). In ceea
ce priveste biocompatibilitatea extrinsecd, acesta se refera la proprietatile mecanice ale materialului,
cum ar fi modulul de elasticitate, caracteristicile de deformatie si transmiterea optima a solicitarilor la



interfata dintreimplant si fesut. Conditionarea optima dintre biomaterial si fesutul viu este atinsa atunci
cand compatibilitatea suprafetei si cea structurald sunt indeplinite.

Biocompatibilitatea unui implant depinde de numerosi factori ca : starea generald de sanatate
a pacientului, varsta, permeabilitatea tesutului, factori imunologici si  caracteristicile
implantului(rugozitatea si porozitatea materialului, reactiile chimice, proprietatile de coroziune,
toxicitatea acestuia). Din punct de vedere chimic, materialele biocompatibile trebuie sa fie stabile si sa
aiba o buna rezistenta la coroziune, avand in vedere particularitatile solicitarilor la care sunt supuse in
corpuluman:

scompozitia mediului intern variaza continuu, avand un caracter de la bazic la acid; areloc si o
coroziune microbiologica, imposibil de estimat in conditii de laborator;

«in functie de destinatie, unele materiale sunt supuse solicitarilor mecanice constante, generand
coroziunea sub tensiune, respectiv ciclice, caz in care apare coroziunea laoboseala;

*la aliajele dentare apare pregnant fenomenul coroziunii electrochimice. Din punct de vedere
fizic, 0 mare importanta o are conductivitatea termica. Datorita lipseielectronilor liberi, fesuturile au o
conductibilitate termica mica, ceea ce duce la evitarea socurilor termice. De aceea, materialele
biocompatibile sunt cu atat mai bune cu cat conductivitatea lor termica este mai mica. Pentru realizarea
acestui deziderat, intre implant si tesut se poate introduceun izolator termic. In tesuturile umane, o
importantd deosebitd o prezintd desfasurarea proceselor de coroziuneelectrochimica in ser sanguin la
temperatura de 37°C. Aceste procese de coroziune electrochimica prezinta, pentru diferite materiale
metalice, urmatorul sir de valori ale potentialului ABE (AnodicBack Elecromotive Force — forta
electromotoare anodica de reactie).

Din acest punct de vedere, se considerd ca limita de biocompatibilitate se situeaza in jurul
unui potential ABE de 300 mV. Dupa cum se poate observa din tabelul de mai sus, materialul cu cel
maiinalt potential ABE este titanul, urmat de niobiu, tantal, tantal si platina. Dar, pe 1anga un potential
ABE Tnalt, metalele biocompatibile trebuie sa indeplineasca si alte cerinte.

Astfel, cercetari citologice asupra unor culturi de celule vii in ceea ce priveste eventuala
toxicitate a materialelor metalice au aratat ca, din cele aproximativ 70 de metale ale sistemului periodic
al elementelor, doar 5 sunt tolerate de catre celule, fara a avea loc o incetinire a dezvoltarii acestora.
Astfel, sunt considerate netoxice: titanul, tantalul, zirconiul si limitat nibiolul. Vitalitatea celulelor se
conserva, deoarece si oxizii sau eventualii produsi de coroziune aiacestor metale sunt netoxici. La
celdlalt pol se situeazd metalele cu o actiune puternic nociva subacest aspect, cum sunt: cobaltul,
nichelul, cuprul, vanadiul si stibiul. Din tabelul 10 se poate observa faptul ca titanul prezinta proprietati
favorabile, atat din punct devedere fizico-chimic, cat si mecanic.

Proprietatile si aplicatiile biomaterialelor in medicina

Clasa biomaterialelor se deosebeste de celelalte clase de materiale prin criteriul de
biocompatibilitate, care se defineste ca fiind proprietatea biomaterialelor, prin care, in urma implantarii
lor intr-un organism viu, nu produc reactii adverse si sunt acceptate de tesuturile ce le inconjoara.
Asadar, biomaterialul trebuie sa nu prezinte toxicitate sau sa nu produca reactii inflamatorii, atunci
cand este introdus Tn organismul uman ca si implant.
separarea acesteia in doua categorii: biocompatibilitatea intrinseca si biocompatibilitatea extrinseca
(functionald). Prin biocompatibilitatea intrinseca se intelege faptul ca suprafata implantului trebuie sa
fie compatibild cu tesutul gazda din punct de vedere chimic, biologic si fizic (incluzand morfologia
suprafetei). In ceea ce priveste biocompatibilitatea extrinsecd, aceasta se referd la proprietitile
mecanice ale materialului, cum ar fi modulul de elasticitate, caracteristicile de deformatie si
transmiterea optima a solicitarilor la interfata dintre implant si tesut.

Conditionarea optima dintre biomaterial si tesutul viu este atinsi atunci cand compatibilitatea
suprafetei si cea structurala sunt indeplinite.

Biocompatibilitatea unui implant depinde de numerosi factori ca : starea generald de sanatate
a pacientului, varsta, permeabilitatea tesutului, factori imunologici si caracteristicile implantului
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(rugozitatea si porozitatea materialului, reactiile chimice, proprietatile de coroziune, toxicitatea
acestuia).

Proiect 1.Aliaje biodegradabile pe baza de Mg pentru implanturi ortopedice (Acronim -
ORTOMAG), responsabil Sef lucr. Dr. Eusebiu Viorel Sindilar

Primele aliajele biodegradabile pe baza de Mg au fost realizate din Magneziu, 0,5 Calciu si, in
cantitdti variabile din Zirconiu, asfel:

Mg 0,5Ca0,5Zr (Zr1.1)

Mg 0,5Ca 1,0 Zr (Zr1.2)

Mg 0,5Ca 1,5 Zr (Zr 1.3)

Mg 0,5 Ca 2,0 Zr (Zr 1.4)

Mg 0,5 Ca 3,0 Zr (Zr 1.5)

Fiecare aliaj a fost implantat la un lot de patru sobolani, pe partea stanga, in doud regiuni
distincte, in regiunea lombara, subcutanat si In regiunea femurala.

S-au folosit piese paralelipipedice, cu marginile rotunjite cu dimensiuni cuprinse intre: lungime
=1,00-1,30 mm, latime = 0,40 — 0,60 mm si o grosime de 0,1-0,2 mm.

Biodegradabilitatea aliajelor folosite a fost apreciatd cu ajutorul examenelor clinice si de
laborator care au urmarit in timp: reactia tisulara, aspectele imagistice (RX si CT) si histopatologice.

Reactia tisulard pentru aliajele cu Zr a fost urmadrita prin examene clinice utilizdnd metodele
semiologice de examinare generale.

In primele 24 de ore dupa interventia chirurgicald s-a constatat reactie locald de intenstate
diferita atat in regiunea lombara cat si In cea femurald Eliberarea de hidrogen gazos care se formeaza
in timpul degradarii aliajului cu Zr a avut loc imediat dupa implantare la toate cele cinci loturi.
Hidrogenul gazos a fost in cantitate mai mare in aliajele Zr 1.2, Zr 1.3 si Zr 1.4, nu a afectat in mod
senificativ functionalitatea fiziologica a tesutului inconjurator.

Examenele radiologice (fig. 1.12-1.16) au pus in evidentd prezenta aliajului implantat si
volumul de hidrogen gazos in cantitati variabile dela nivelul regiunilor lombare si femurale (A —
prezentare dorso-ventrala, B- prezentare latero-laterala).




Figura 1.13 Mg 0,5 Ca x Zr Aspect imagistic, Rx la o luna

Figﬁra 1.14 Mg 0,5 Ca X Zr Aspect imagistic, Rx la doua luni
Examenele imagistice, CT (fig. 1.17-1.20) au pus in evidenta prezenta aliajului si a volumului
de hidrogen gazos dela nivelul regiunii lombare (A) si femurale (B), in cantitati variabile.
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Figura 1.19 Mg 0,5 Ca X Zr Aspect imagistic, CT la o luna

Reactia tisulard pentru aliajele cu Zirconiu a fost urmaritd prin examene histologice utilizand
colorati tricromica Masson. Pentru a putea evalua din punct de vedere histopatologic reactia tisulara
la toate animalele din loturile supuse experimentarii chirurgicale. Acestea au fost eutanasiate dupa un
protocol bine stabilit, astfel ca, dela Inceput si pand la final, s4 putem evalua gradul de
biocompatibilitate, dar si de resorbtie al materialului implantat.

Examene histologice efectuate la o saptdmand au pus in evidentd reactia inflamatorie de
intensitate medie, fiind reprezentatd de prezenta macrofagelor si neutrofilelor in jurul materialului
implantat, cat si de o reactie perifericd evidentiata prin hiperplazia fibroblastelor si a fibrelor de
colagen. Sunt prezente mici spatii goale in jurul materialului implantat datorate acumularilor de gaz
provenite din resorbtia materialului.

2. Urmatoarele aliajele biodegradabile pe baza de Mg au fost realizate din Magneziu, 0,5Calciu
si, In cantitati variabile Ytriu; asfel:

Mg 0,5Ca 0,5Y (Y 2.1)

Mg 0,5Ca 1,0Y (Y 2.2)

Mg 0,5Ca 1,5Y (Y 2.3)

Mg 0,5Ca 2,0Y (Y 2.4)

Mg 0,5Ca 3,0Y (Y 2.5).

Fiecare aliaj a fost implantat la un lot de patru sobolani, in partea stdngd, in doud regiuni
distincte, in regiunea lombara, subcutan (fig. 2.1 si in regiunea femurald. S-au folosit piese
paralelipipedice, cu marginile rotunjite cu dimensiuni cuprinse intre: lungime = 1, 00-1.30 mm, latime
=0,40 - 0,60 mm s o grosime de 0,1-0,2 mm.

Biodegradabilitatea aliajelor folosite a fost apreciatd cu ajutorul examenelor clinice si de
laborator care au urmarit in timp: reactia tisulara, parametrii hematologici, aspectele imagistice (RX si
CT) si histogice.

Reactia tisulara pentru aliajele cu Y a fost urmaritd prin examene clinice utilizdnd metodele
semiologice de examinare generale

Tn primele 24 de ore dupa interventia chirurgicald s-a constatat reactie locald de intenstate
diferita atat in regiunea lombara cat si in cea femurala.

Eliberarea de hidrogen gazos care se formeaza in timpul degradarii aliajului cu Y a avut loc
imediat dupa implantare in toate cele cinci grupuri. Hidrogenul gazos a fost in cantitate mai mare in
aligjele Y 2.2, Y 2.3 51 Y 2.4, nu a afectat in mod senificativ functionalitatea fiziologica a tesutului
inconjurator.

Examenele radiologice (fig. 2.9-2.11) au pus Tn evidenta prezenta aliajului implantat si
volumul de hidrogen gazos in cantitati variabile dela nivelul regiunilor lombare si femurale (A —
prezentare dorso-ventrala, B- prezentare latero-laterala).

Examenele imagistice CT (fig. 2.12-2.15), au pus 1n evidenta prezenta aliajului implantat si
volumul de hidrogen gazos in cantitati variabile dela nivelul regiunilor lombare (A) si femurale (B).

Figura2.12 Mg 0,5 Cax Y Aspect imagistic, CT la 1 saptamana
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Reactia tisulard a fost urmarita prin examene histologice utilizand coloratia tricromica Masson.
Pentru a putea evalua din punct de vedere histopatologic reactia tisulara la toate animalele din loturile
care au fost supuse experimentarii chirurgicale, acestea au fost eutanasiate treptat dupa un protocol
bine stabilit, astfel ca, dela inceput si pana la final sa putem evalua gradul de biocompatibilitate si de
resorbtie al materialului implantat.

Examenele histopatologice au pus in evidentd pentru aliajele cu Ytriu o reactie inflamatorie
reprezentata de prezenta de macrofage, fibroblaste si fibre de colagen.

50 um
]

Figura 2.16 Mg 0,5 Ca x Y Reactie inflamatorie moderatd, rare macrofage, fibroblaste si fibre
de colagen. Col. tricromica Masson
Examenele histologice realizate la o lund au pus 1n evidenta resorbtie intensa a materialului
implantat si prezenta in spatii intratisulare vacuolare mari, ocupate, de gazele rezultate din
descompunerea/resorbtia tisulara a materialului utilizat.
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Figura 2.20 Mg 0,5 Ca x Y Spatii intratisulare vacuolare mari rezultate din
descompunerea/resorbtia tisulara a materialului utilizat Col. tricromica Masson
Biocompatibilitatea tisulara superioara a materialului implantat s-a evidentiatat prin lipsa
procesului inflamator si prin tesutul conjunctiv peri-implant.
3. Al treilea lot de aliajele biodegradabile pe baza de Mg au fost realizate din Magneziu,
0,5Calciu si, in cantitati variabile din Mangan, asfel:
Mg 0,5Ca 0,5Mn (Mn 3.1)
Mg 0,5Ca 1,0Mn (Mn 3.2)
Mg 0,5Ca 1,5Mn (Mn 3.3)
Mg 0,5Ca 2,0Mn (Mn 3.4)
Mg 0,5Ca 3,0Mn (Mn 3.5)

Fiecare aliaj a fost implantat la un lot de patru sobolani, pe partea stangd, in doud regiuni
distincte, in regiunea lombara (fig 3.1), subcutanat si in regiunea femurala (fig. 3.2).

S-au folosit piese paralelipipedice, cu marginile rotunjite cu dimensiuni cuprinse intre: lungime
=1, 00-1.30 mm, latime = 0,40 — 0,60 mm s o grosime de 0,1-0,2 mm.

In primele 24 de ore dupa interventia chirurgicald s-a constatat reactie locali de intenstate
diferitd atat in regiunea lombara cat si in cea femurala.

Eliberarea de hidrogen gazos care se formeaza in timpul degradarii aliajului cu Mn a avut loc
imediat dupa implantare in toate cele cinci loturi examinate. Hidrogenul gazos a fost in cantitate mai
mare in aliajele Mn 3.3, Mn 3.4 si Mn 3.5, dar nu a afectat in mod semnificativ functionalitatea
fiziologica a tesutului Tnconjurator.

Examenele radiologice (fig. 3.3 — 3.6) au pus in evidenta prezenta aliajului si a volumului de
hidrogen gazos la nivelul regiunii lombare si femurale in cantitati variabile

Examenele CT (fig. 3.7-1.20) au pus in evidenta prezenta aliajului si a volumului de hidrogen
gazos la nivelul regiunii lombare (A) si femurale (B), in cantitati variabile.
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Figura 3.7 Mg 0,5Ca xMn Aspect imagistic, CT la 1 sdptamana

Reactia tisulard a fost urmarita prin examene histologice utilizand coloratia tricromica Masson.
Toate animalele din loturile care au fost supuse experimentarii chirurgicale au fost eutanasiate dupa
un protocol bine stabilit, astfel ca, dela inceput si panda la final si putem evalua gradul de
biocompatibilitate si de resorbtie al materialului implantat.

Examenele necropsice au pus in evidenta prezenta depozitelor de hidrogen gazos peri-implant
de la nivelul regiunii lombare (fig. 3.11A) si femurale.

Examenele histopatologice au pus in evidenta reactia inflamatorie pronuntata, cu prezenta de
macrofage si neutrofile in jurul materialului implantat, cat si o reactie periferica importanta tradusa
prin hiperplazia fibroblastelor si a fibrelor de colagen. Sunt prezente in jurul materialului implantat
spatii goale corespunzatoare, acumularilor de gaz provenite din resorbtia materialului.

Examenele histopatologice au pus in evidenta reactia inflamatorie pronuntata, cu prezenta de
macrofage si neutrofile in jurul materialului implantat, cat si o reactie periferica importantd tradusa
prin hiperplazia fibroblastelor si a fibrelor de colagen. Sunt prezente in jurul materialului implantat
spatii goale corespunzatoare, acumularilor de gaz provenite din resorbtia materialului.

Examene histologice realizate la o saptdmana au pus 1n evidenta pentru toate aliajele implantate
reactia inflamatorie intensa, fiind reprezentatd de prezenta macrofagelor si neutrofile in jurul
materialului implantat, cat si de o reactie periferica importanta tradusa prin hiperplazia fibroblastelor
si a fibrelor de colagen. Sunt prezente in jurul materialului implantat spatii goale corespunzatoare,
acumularilor de gaz provenite din resorbtia materialului. Zone de material implantat resorbit partial,
delimitate de o reactie fibroasa periferica; vacuole mari delimitate de tesutul conjunctiv neoformat in
apropierea materialului.

Examenele histologice realizate la o luna au pus in evidentd o resorbtie mai intensd a
materialului implantat si prezenta in spatii intratisulare vacuolare mari, ocupate, de gaze rezultate din
descompunerea/resorbtia tisulara a materialului utilizat pentru aliajele cu Mn comparative cu cele cu
Zirconiu si Ytriu.

Examenele histologice realizate la doua luni pentru aliajele cu Zirconiu si Ytriu au evidentiat
biocompatibilitate a materialului implantat, evidentiatd prin lipsa procesului inflamator si prin tesutul
conjunctiv peri-implant. Resorbtie importanta a materialului implantat cu eliberare de gaze (spatii
goale delimitate de tesut conjunctiv) si inflamatie subacuta-cronica periferica pentru aliajele cu Ytriu
comparative cu cele cu Zirconiu.

Proiect 2. “Aliaje biocompatibile pe bazd de titan pentru protetica medicala din sisteme
complexe microaliate — BioTIT ” Responsabil Proiect, Sef lucr. dr. Mihaela-Claudia SPATARU

Metoda de lucru utilizata privind testarea ,,in vivo”
Experimentul s-a desfasurat in cadrul Facultatii de Medicina Veterinara lasi, constand

.....

specia Ovis aries, utilizind exemplare de femele adulte.
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Exemplarele au fost cazate in cadrul Spitalizarii FMV lasi pe o perioada de 2,5 luni, perioada
derularii experimentului, asigurandu-se conditiile de cazare, igiend si alimentatie corespunzatoare,
conform Directivei EU 60/2010 si a Legii 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in scopuri
stiintifice completata de Legea 199/2018, a Normei sanitar veterinare privind protectia animalelor de
ferma, aprobata prin Ordinul presedintelui Autoritatii Nationale Sanitare Veterinare si pentru Siguranta
Alimentelor nr. 75/2005, de Norma sanitara veterinara ce stabileste standarde minime pentru protectia
viteilor, aprobata prin Ordinul presedintelui Autoritatii Nationale Sanitare Veterinare si pentru
Siguranta Alimentelor nr. 72/2005, aprobata prin Ordinul presedintelui Autoritatii Nationale Sanitare
Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor nr. 202/2006, cu modificarile si completarile ulterioare.

Legea 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiingifice completata de Legea
199/2018 prevede ca la ovinele intre 30-60 kg si fie asiguratd densitatea optima de 1,5 m?/animal,
indltimea optima a boxelor sa fie de 1,2 m (Art 32, alin 6) iar apa sa fie administrata ad-libidum n
recipiente care sa permita accesul nelimitat al tuturor animalelor conform Art 12, alin 3, Art 32, alin
1, 2 si normele prevazute la Anexa nr 3 din Legea 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in
scopuri stiintifice. De asemenea, numarul de animale utilizat In experiment respectd principiul
reducerii animalelor nplicate in experiment conform Art 12, alin 2, lit. A din Legea 43/2014.

Metodele de prelevare a probelor biologice au produs un stres minim animalelor conform Art
12, alin 3, lit. b, c, iar procedura de implantare a aliajelor s-a facut sub anestezie conform Art 13, alin
2. din Legea 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice.

Animalele au fost plasate in carantina profilactica pentru o perioada de 14 zile, urmarindu-se
permanent starea de sanatate, neinregistrandu-se nicio modificare de la statusul normal conform Aurt.
5din Legea 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice

La finalul experimentului, animalele au fost eutanasiate conform Art. 22, din Legea 43/2014
prin trankilizare, conform prevederilor din Art 5 al legii.

Tehnica de aplicare a implanturilor s-a efectuat dupa un protocol chirurgical specific.

Loturile de oi supuse experimentului au fost cantarite, inregistrindu-se greutatea, animalelor
care a variat Intre 38 si 50 kg, acest aspect fiind extreme de important in dozarea anestezicului
administrat. Linistea operatorie s-a asigurat cu preparatul Xilazina, 0,5 mg/kcorp.

Tehnica de lucru:

Instrumentarul utilizat a fost necesar pentru efectuarea inciziilor (bisturiu cu lama detasabila),
a hemostazei (pense hemostatice), decolarii periostului (decolator de periost), a formarii canalului de
implantare (freza electric de ortopedie), suturilor (ace chirurgicale, fire resorbabile si ata chirurgicald)

In regiunea tibiald cranial s-a executat o incizie de aproximativ 4 cm la nivelul pielii si a
tesutului conjunctiv subcutanat si a fasciei regionale. Periostul a fost incizat cu bisturiul dupa care a
fost decolat pe o distanta de 0,5 cm cu ajutorul decolatorului de periost (Fig. 2) Cu ajutorul frezei
electrice ortopedice s-a incizat tesutul osos tibial printr-o dubld incizie in felie de pepene de
aproximativ 2-3 mm latime, 8-10 mm lungime si 0,8-10 mm adancime.

Fig. 1. Sectionarea periostului Fig. 2. Decolarea periostului de pe compacta
0soasda
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Periostul a fost repozitionat peste bresa de implant (fiind osteogeneratoare), marginile au fost
suturate cu fir resorbabil in vederea asigurarii continuitatii si a contentionarii implantului in bresa
(Figg. 3, 4). Plaga cutanata a fost suturata cu fir sintetic neresorbabil in fire separate, fiind eliminate
dupa cicatrizarea plagii la 14 zile dupa interventie.

Animalele au fost cazate intr-un adapost igienic si au fost inspectate zilnic in vederea evaluarii
procesului de cicatrizare. Pentru prevenirea dezvoltarii unor procese inflamatorii, fiecarui animal i-au
fost administrate antibiotice, eritromicina fp 5%, timp de 5 zile, in doza de 4 mg s.a./kg g.c./zi,
utilizandu-se 2 flacoane.

La majoritatea indivizilor, procesul de cicatrizare a avut o evolutie favorabila, la 1 individ a
dezvoltat un proces purulent subcutan care a fost drenat dupa 15 de zile de la interventie,
neobservandu-se afectarea semnificativa a starii generale.

Imediat dupa implantare, la 1 luna si la 2 luni dupa implantare (la sfarsitul experimentului) s-
au efectuat radiografii prin care s-a urmarit reactia tesuturilor din jurul implantului in vederea
monitorizarii reactiel ”in vivo” a implanturilor cu structurile biologice active.

Radiografiile s-au realizat cu aparatul Intermedical Basic 4006 — acest aparat este mobil si
poate executa radiografii in incidente diverse datorita bratului cu mobilitate mare, inclusiv a tubului
radiogen care se poate fixa in diferite unghiuri si in urmatoarele incidente: medio-laterald si cranio-
caudala. Pentru aceasta regiune s-au aplicat parametric cu urmataorelor valori (usor variabile in functie
de tensiune cu valori cuprinse intre 48-52 kV si cu intensitate cu valori cuprinse intre 6.3-8 mAS.

Developarea automata s-a realizat cu ajutorul sistemului digital X-CR Smart Examion, iar
imaginile au fost salvate in format DICOM si citite in programul Radiant.

De asemenea, pe parcursul experimentului s-au efectuat recoltiri de sange in vederea
monitorizarii parametrilor hematologici ai animalelor implicate In experiment cu ajutorul analizorului
VET-SCAN HM-5 utilizand kit-uri specifice.

Pentru evidentierea cu mare precizie a proceselor fiziopatologice produse in zona implantului
s-a recurs la efectuarea Tomografia computerizata (CT cu raze X, Siemens Somatom, Balance).
Imaginile 3D si 2D au fost procesate cu Software de imagine (versiunea 2.21 Synego viewer).
Scanarea computer tomografica oferd o mai mare claritate si prezinta detalii in baza carora se pot
identifica afectiuni la oaselor, tesuturilor moi (muschi, articulatii) si a vaselor de sange din
regiunea de implantare, reprezentat de creasta tibiald craniala a membrului stang la oaie. Nu s-au
folosit substante de contrast pentru evidentierea vascularizatiei regionale.

Finalul experimentului, prevazut “ca fiind fard recuperarea animalelor” conform Legii
43/2014, asthef, s-a recurs la eutanasierea animalelor cu T 61 in dozad de 3ml/50 kcorp administrat
intrapulmonar, utilizandu-se 1 flacon pentru toate animalele.

Dupa eutanasiere, s-au recoltat de la locul implantarii aliajul implantat si probe din tesuturile
peri-implant care au fost procesate prin tehnicile histologice specific.

Tabel cu aliajele implantate:

Nr. Tip Aliaj
aliajului

Aligj 1. Ti 15 Mo

Aliaj 2. Ti 15M00,5Si
Aligj 3. Ti20M00,75 Si
Aliaj 4. Ti 15 Mo0,75Si
Aliaj 5. Ti 20Mo

Aliaj 6. Ti 20M00,5 Si
Aliaj 7. Til5Mo1,0 Si

La examinarea radiologica se observa procesul de reconstructie osoasd dupa efectuarea bresei
n tibie.
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Computertomografie La lotul martor, in sectiune longitudinala se observa o reactie de
osteoliza fiziologici moderati in zona canalului de intrare si deasupra acestuia. In sectiune
transversala, reactia de osteoliza este mult mai redusa

In peretii bresei create in creasta tibiali se observa izolarea implantului printr-o capsula
conjunctiva groasd, intens vascularizata si bogata in osteoblaste.

Tn concluzie, implantul Ti15Mo nu produce fenomene inflamatorii sau de osteolizi locale,
tesutul formeaza o capsuld groasa in jurul implantului pentru a-1 ingloba, in jurul implantului fiind
prezente reactii morfo-fiziologice normale de reparare osoasa si osteoliza fiziologica determinata de
repararea tisulara si reorganizarea traveelor osoase. La examinarea histologica nu se identifica procese
patologice cauzate de prezenta implant.

Aliaj 2 Ti1l5Mo00,5Si. Tesut 0sos cu zone mineralizate care alterneaza cu altele nemineralizate.
In areola osoasd se pot observa celule osteoprogenitoare situate central si osteoblaste atasate de
trabecule osoase. La nivelul tibiei nu se observa reactii inflamatorii sau necroze locale generate de
implant, acesta este inconjurat de o capsuld conjunctiva de 994.182 pum intens vascularizata, insule de
tesut osos nemineralizat se formeaza 1n vecinatatea capsulei.

Aliaj 3. Ti20M0o0,75Si nu produce procese inflamatorii, necroze sau demineralizari osoase,
implantul este delimitat de o capsuld conjuntiva, Inspre os se produce regenerarea osoasd normala
posttraumaticd generata de distrugerile osoase operatorii, aspect surprins si de investigatiile CT.

Aliaj 4. Til5Mo0,75Si Histologic se observa tesut osos imatur continuat cu trabecule osoase
partial mineralizate. In areolele osoase se afla un tesut sarac in celule si fibre de reticulina.

Aliajul 4 nu produce reactie osoasd locala de tipul lizei sau necrozei osoase, este izolat de
structurile osoase printr-o capsula fibroasa bogata in celule osteoprogenitoare, tesut 0sos imatur care
incepe sa se organizeze sub forma de travee pe directiile de forta.

Aliaj 5 Ti20Mo Histologic se observa tesut osos nou format si un nucleu cartilaginos. Aliajul
5 nu produce reactie osoasa locala de tipul lizei sau necrozei osoase, este izolat de structurile osoase
printr-o capsula fibroasa bogata in celule osteoprogenitoare, tesut osos imatur care incepe sa se
organizeze sub forma de travee pe directiile de forta.

Aliaj 6 Ti20Mo00,5Si. Histologic se observa capsula conjunctiva care are un diametru de 396
375-931 734 pum care se continua cu tesutul osos nou format. Tesutul osos este format din zone
mineralizate care alterneaza cu alele nemineralizate. Tesutul conjunctiv este bogat in celule
osteoprogenitoare continuat cu tesus 0sos nou format.

Aliaj 7 Til5Mo01,00Si se produce deplasarea extrosoasd a implantului, identificrea unei
fracturi incomplete pe extremitatea proximala a tibiei, ventral de locul implantarii in cea de-a 36-a zi
de experiment surprinde implantul usor deplasat de la locul initial, deplasarea continuand pand la
finalizarea experimentului. Nu putem suspiciona o reactie de respingre a implantului deoarece reactia
locald este moderata fiind determinatda de osteoliza fiziologica, calusare si osteognezd, nu au fost
identificate microscopic leziuni de necroza sau osteogenezd anormala.

Ceea ce putem deduce este faptul ca aspectul materialului implantat (marime, forma,
grosimea, ascutimea muchiilor, duritatea si rigiditatea aliajului) raportata la caracteristicile compactei
osoase (0,3 cm grosime), solicitarea permanenta a articulatiei genunchiului si la varsta animalului au
putut determina aparitia unei fracturi incomplete care a dus la largirea bresei de implantare si la
deplasarea implantului. La nivelul tesuturilor moi periosoase nu se inregistreaza se procese inflamatorii
locale anormale sau de necroza.

Concluzii:

1. Implanturile Ti-Mo si TiMoSi nu cauzeaza procese degenerative la nivelul compactei
si a tesutului spongios, ele sunt delimitate printr-o capsula conjunctiva de dimensiuni variabile, aspecte
evidentiate atat de evaluarea radiologica cat si prin CT, fiind puse in evidentd prin examenele
histologice.

.....

de respingere a implantelor, acestea fiind bine tolerate.
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3. Procesul de regenerare tisulard postimplant a urmat aceleasi etape, fibros, fibro-
cartilaginos si inceput de formare a sistemului osteonal al traveilor osoase in concordanta cu solicitarile
mecanice generate de fortele care actioneaza asupra extremitatii proximale a tibiei (presiune, tractiune,
etc).

4. Evolutia starii generale a animalelor dupd efectuarea implanturilor a fost
monitorizatd si prin examene hematologice, rezultatele obtinute incadrandu-se ntre limitele normale
mentionate pentru specia Ovis aries.

Testarea biocompatibilititii unor aliaje TiMoZrTa si TiMoZrTaSi in diferite
concentratii pe speciile de iepure Lepus europeus si Orychtolagus cuniculus.

Metoda de lucru utilizata privind testarea ,,in vivo”

Experimentul s-a desfasurat in cadrul Facultatii de Medicind Veterinara lasi, constand in
pe speciile de iepure Lepus europeus si Orychtolagus cuniculus. Pentru a urmari biocompatibilitatea
aligjelor propuse in cadrul proiectului cu tesuturile dure ale organismului viu, s-au utilizat un numar
de 13 indivizi maturi in vartsta de 8-10 luni, atat masculi cat si femele care au fost Impartiti in doua
loturi: lotul experimental, la care s-au implantat un numar de 12 aliaje pe baza de TiMoZrTa si
TiMoZrTaSi si lotul martor, format dintr-un singur individ la care s-a implantat o tija metalica
ortopedica chirurgicalla utilizatd frecvent in ortopedie.

Exemplarele au fost cazate in spatiile Spitalizarii FMV lasi pe o perioada de 2,5 luni, perioada
derularii experimentului, asigurandu-se conditiile de cazare, igiena si alimentatie corespunzatoare,
conform Directivei EU 60/2010 si a Legii 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in scopuri
stiintifice completatd de Legea 199/2018, Legea nr. 149/2019 si a Ordinulului nr. 94/674/2019. De
asemenea, numarul de animale utilizat in experiment respectd principiul reducerii numarului de
animale Tnplicate in experiment conform Art 12, alin 2, lit. A din Legea 43/2014.

Pe toata perioada de 60 de zile experimentului, cat si pe perioada de carantind profilactica (14
zile), animalele au fost cazate 1n custi individuale cu spatiu suficient pentru a permite miscarea libera
a acestora, au fost monitorizate din punct de vedere al starii de sanatate si li s-a administrat o dieta
corespunzatoare speciei, asa cum prevede legislatia nationala privind protectia animalelor utilizate in
scop experimental.

Metodele de prelevare a probelor biologice au produs un stres minim animalelor conform Art
12, alin 3, lit. b, c, iar procedura de implantare a aliajelor s-a facut sub anestezie conform Art 13, alin
2. din Legea 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice.

Implantarea aliajelor s-a facut sub anestezie generald, utilizindu-se Xilazina 0,4 ml/kg
(1 ml =20 mg) si Ketamind 0,6 ml/kg (1 ml= 100mg) apoi animalele au fost asezate in decubit dorsal.
La locul implantarii, pe creasta tibiala a membrului pelvin stang sau drept, s-a efectuat o incizie de
aproximativ 0,5 cm iar cu bormasina electrica ortopedica S-a efectuat o bresa in os (canal chirurgical)
de aproximativ 0,3 mm diametru si 0,4-0.8 mm adancime. Dupa introducerea si fixarea implanturilor,
periostul si fascia regionala au fost suturate in bloc, urmate de sutura pielii. Animalele au fost cazate
ntr-un adapost igienic si au fost inspectate zilnic in vederea evaludrii procesului de cicatrizare. Pentru
prevenirea dezvoltdrii unor procese inflamatorii, fiecarui animal i-a fost administrate antibiotice sub
forma produsului Enroxil timp de 5 zile, in doza de 5 mg enrofloxacina/kcorp/zi, aproximativ 0,5 ml
solutie prin injectare subcutanata.

Imediat dupa interventie si la sfarsitul experimentului s-au efectuat examene radiologice care
au avut ca scop evidentierea pozitiei implanturilor, a proceselor de regenerare osoasd din jurul
implanturilor, precum si surprinderea unor reactii locale posibil generate de interactiunea chimica
dintre implant si tesuturile adiacente.

Radiografiile s-au realizat cu aparatul Intermedical Basic 4006 — acest aparat este mobil si
poate executa radiografii in incidente diverse datorita bratului cu mobilitate mare; inclusiv a tubului
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radiogen care se poate fixa in diferite unghiuri si in urméatoarele incidente: medio-laterald si cranio-
caudald. Pentru aceasta regiune s-au aplicat parametric cu urmataorelor valori (usor variabile in functie
de talia animalului si grosimea regiunii de examinat) respectiv tensiune cu valori cuprinse intre 48-52
KV si intensitate cu valori cuprinse intre 6.3-8 mAS.

Tnregistrarea imaginilor s-a realizat cu ajutorul sistemului digital X-CR Smart Examion, iar
imaginile au fost salvate in format DICOM si citite in programul Radiant.

De asemenea, pe parcursul experimentului s-au efectuat recoltari de sange in vederca
monitorizdrii parametrilor hematologici ai animalelor implicate In experiment cu ajutorul analizorului
VET-SCAN HM-5 utilizand kit-uri specifice.

La sfarsitul experimentului, s-a efectuat evaluarea CT, utilizand aparatul General Electric
LightSpeed 16 cu 16 Slice-uri (16 detectori). Pentru identificarea structurilor periimplant s-a utilizat
Scala unitatii Hounsfield (UH) care este o transformare liniard a masurarii coeficientului liniar de
atenuare intr-una in care radiodensitatea apei distilate la presiune si temperatura standard (STP) este
definita ca unitati Hounsfield zero (UH)(de Vos et al, 2009). Conform acestei scale CT, aerul are
densitatea minim posibila, adicd minus 1000 UH si apare in culoare neagra la CT, grasimea in jur de
minus 100, iar osul sau calcificarile, de peste + 1000 UH. In total, scala Hounsefield are 2000 de
unitati, de la minus 1000 la plus 1000. Structurile metalice ale implanturilor au densitate mai mare
decat structurile biologice si produc artefacte.

Tn urma eutanasierii animalelor (conform Art. 22, din Legea 43/2014, Art 5) cu T61 s-au
prelevat probe de tesut osos din jurul implantului cat si din limfocentrul popliteu responsabil de
drenajul limfatic regional. Finalul experimentului, prevazut “ca fiind fara recuperarea animalelor”
conform Legii 43/2014, astfel, s-a recurs la eutanasierea animalelor cu T 61 in doza de 1ml/individ
administrat intrapulmonar, utilizandu-se 1 flacon pentru toate animalele.

Acestea au fost prelucrate dupa tehnici histologice specifice, au fost incluse la parafina, au fost
sectionate cu microtomul la dimensiunea de 0,2 micrometri si apoi au fost colorate HE, HEA sau prin
coloratii imunohistochimice speciale.

Rezultate si discutii:

Martor- tija metalica ortopedica inox

Martor: Radiografie membrul pelvin, regiunea articulatiei femuro-tibio-patelare, incidenta
latero-laterala dreapta, implant fara modificari radiologice adiacente. La 60 de zile dupa implantare,
locul bresei de implantare se observa completarea acesteia cu tesut nou format care inglobeaza
implantul.
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Dupa 60 zile de la implantare, prin CT se observa pozitia tijei oropedice in canalul medular.
Densitatea aliajului tijei ortopedice fiind de aproximativ 3071 UH, a tesutului osos compact intre 1599-
2167UH (valoarea medie a tesutului osos fiind de aprozximativ 1125UH) iar a tesutului fibro-
cartilaginos ce completeaza bresa de implant de aproximativ 1473-1569 UH.

Implant 1- Til5Mo7Zr15Ta

Dupa 60 zile de la implantare, prin CT se observa pozitia implantului care este inconjurat de o
capsuld fibroasa cu densitatea de pana la 698 UH la locul de implantare, densitatea tesutului osos
compact intre 1359-2127UH.

Implant 2- Til5Mo7Zr15Ta0,5Si
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Radiografie membru pelvin, regiunea articulatiei femuro-tibio-patelare, incidentd latero-
laterala dreapta, implant fard modificari radiologice adiacente, stanga, implant fara modificari
radiologice adiacente.

Dupa 60 zile de la implantare, prin CT se observa pozitia implantului care este inconjurat de o
capsuld fibroasa cu densitatea de pand la 573 UH la locul de implantare, densitatea tesutului osos
compact intre 1222-2124UH.

Implant 3- Til5Mo07Zn15Ta0,75Si

Prin radiografiere se observa regiunea articulatiei femuro-tibio-patelare, incidenta latero-
laterala stanga, implant fara modificéri radiologice adiacente, dar cu fisuri (intraosoase) in canalul
chirurgical, mai jos de implant. La 60 de zile dupa implantare, canalul chirurgical este completat de
tesut osos nou format. La examinare CT se observa ca implantul este bine fixat si delimitat, tesutul
periimplant nou format are o densitate de aproximativ 755 UH, iar a celui din compacta osoasa de
2079 UH.

Implant 4- Til5Mo7Zr15Tal,0Si

Prin X-Ray se evidentiaza regiunea articulatiei femuro-tibio-patelare, incidenta latero-laterala
stanga, implant fara modificari radiologice adiacente, reactie osoasa in canalul chirurgical, mai jos de
implant determinatd de traumatismul intraoperator, completatd cu tesut nou format dupd 60 de zile
postimplant.

Prin efectuarea CT regionale se constatd prezenta implantului In canalul medular, bresa de
implantare fiind completata de un tesut cu densitatea de aproximativ 633 UH, cea a tesutului osos
compact din creasta tibiald fiind de aproximativ 1520 UH.
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Implant 5- Ti20Mo7Zr15Ta

In imaginile radiologice este surprinsi regiunea articulatiei femuro-tibio-patelare, incidenta
latero-laterala stanga, implant plasat in apropierea osului, fara modificari radiologice adiacente.

Prin CT se observa faptul ca implantul este inconjurat de o capsuld conjunctiva groasa de
aproximativ 2mm cu densitatea cuprinsa intre 400-651 UH.

Implant 6- Ti20Mo7Zr15Ta0,5Si

In imaginile radiologice este surprinsa regiunea articulatiei femuro-tibio-patelare, incidenta
latero-laterala stanga, implant plasat corect, fara modificari radiologice adiacente.

Prin examinare CT se observa plasarea implantului inspre canalul medular, este inconjurat de
o capsula cu densitatea de cuprinsa intre 305-620 UH.

Implant 7- Ti20Mo7Zr15Ta0,75Si

Tn imaginile radiologice se observa regiunea articulatiei femuro-tibio-patelare, incidenta
latero-laterala dreapta, implant plasat dorsal in creasta tibiala, fara modificari radiologice adiacente.
La examen CT se observa ca implantul este bine fixat in os, este inconjurat de tesut nou format cu
densitatea Tntre 300-559 HU.
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Implant 8- Ti20Mo7Zr15Tal,0Si

Radiografie membru pelvin, regiunea articulatiei femuro-tibio-patelare, incidenta latero-
laterala dreapta, implant plasat in canalul de implantare, usoara reactie locala de osteoliza. La 60 de
zile postimplant, canalul de implantare este completat cu tesut nou format, usor radioopac, fara alte
modificari radiologice adiacente;

Prin examen CT se observa ca implantul este bine fixat de un tesut nou format cu densitatea
intre 643-931 UH.

Implant 9- Ti25Mo7Zr15Ta

Radiografie, regiunea articulatiei femuro-tibio-patelare, incidenta latero-laterala stanga,
ventral de implant observam o redusa reactie de radioopacitate. La 60 zile postimplant se observa
umplerea canalului de implantare cu tesut nou format, usor radioopac.

Prin CT se observa ca implantul este bine fixat printr-un tesut nou format cu densitate intre
94-560 UH

Implant 10- Ti25Mo7Zr15Ta0,5Si

Dupa efectuarea radiografiilor, imediat dupa si la 60 zile dupa implantare, in regiunea
articulatiei femuro-tibio-patelare, incidenta latero-laterala dreapta se observa plasarea implantului in
canalul chirurgical, care prezinta radioopacitate revidentd in urma distructiei tisulare, fara alte
modificari radiologice adiacente. La 60 de zile postimplant, implantul isi pastreaza pozitia, canalul
de implantare si periimplant se observa formarea unui tesut nou ce manifestd usoard radioopacitate.

Prin examinare CT se observa ca implantul este plasat in canalul medular foarte aproape de
bresa de implantare (1.003mm), stesutul nou format avand o densitate intre 696-866 UH.

Implant 11- Ti25Mo7Zr15Ta0,75Si. Radiografierea regiunii articulatiei femuro-tibio-
patelare, incidenta latero-laterala stanga: implant plasat in canalul chirurgical, radioopacitate
pronuntata a canalului de implantare. Dupa 60 de zile postimplant, canalul chirurgical si spatiul
periimplant sunt completate de tesut nou format, cu radioopacitate redusa, fara modificari radiologice
adiacente.

Prin examen CT se evidentiaza ca implantul este bine fixat, tesutul nou format din jurul
implantului avand densitatea de pand la 664 UH.
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Implant 12- Ti25Mo7Zr15Tal,0Si

Dupa radiografierea ulterioara implantarii in regiunea articulatiei femuro-tibio-patelare,
incidenta latero-laterala dreaptd, se observa cd implantul este prezent in canalul de implantare, fara
modificari radiologice adiacente. Dupa 60 zile postimplant, radioopacitatea periiplant este mai putin
evidenta fard modificari radiologice adiacente. Prin examen CT se evidentiaza ca implantul este bine
fixat, tesutul nou format din jurul implantului avand densitatea de pana la 794-991 UH.
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Analiza histologicd a biocompatibilitatii implanturilor studiate
Prin metode histologice specifice fost evaluat procesul de vindecare osoasa/raspunsul celular
0sos si performanta materialului implantat prin intermediul detaliilor histologice. Analiza histologica
a Inceput cu fazele vindecarii (60 zile) post-implantare si a pus accent pe evidentierea morfologiei
zonei osoase peri-implantare. Astfel s-au luat in considerare aspecte ale osteointegrarii precum
proliferarea celulard, diferentierea si clasificarea tipului de celuld, neoangiogeneza, procesul de
vindecare si remodelare osoasa.

La lotul martor, zona periferica se caracterizeaza printr-un periost ingrosat cu celulele stem
mezenchimale care se vor diferentia in osteoblaste, implicate In sinteza preoseinei si a fibrelor de
colagen (figla). Preoseina se mineralizeaza prin activitatea osteoblastelor si se formeaza oseina care
structureaza traveele osoase. Oseina mineralizata delimiteaza lacune care adapostesc osteocite mari,
active, implicate Tn metabolismul osului (fig. 1b).
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Fig.1a. Implant in tibie la Figlb. Zona intensa de Fig. 1c. Capsula
iepurele  martor. Periostul | regenerare osoasda. Se poate | fibroasa densa care se
prezinta in zona interna celule | observa densitatea celularda mare | continua cu tesut 0sos nou
mezenchimale care se | de celule mezenchimale si | format peri-implant; celule
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diferentiaza Tn osteoblaste active. | osteoblastice dispersata printre | Stem  mezenchimale se
In vecinatatea acestei zone se | fibre de colagen nou sintetizate; | diferentiaza in osteoblaste
observa tesut osos nou trabecular | osteoid nou sintetizat cu un | care ulterior devin osteocite,

si compact. gradient usor de mineralizare); | plasate in lacunele osoase.
Col Hex100 osteocite captive in lacune | Col HEx400
0soase ce continua

metabolismul osos. Col HEx400

Osteoblastele sunt celule active, cu rol in sinteza preoseinei, cu aspect prismatic asezate pe
traveea osoasa. In vecinatatea implantului s-a observat o capsula densa fibroasa care se continua cu
tesut osos nou format, aflat in remodelare zonal despartite de linii de ciment (fig 1c).

Tn cazul aliajului Ti15Mo07Zr15Ta, la locul implantarii si periimplant se observd un strat
mai consistent de celule stem mezenchimale (fig2a) care se continua cu osteoblaste implicate in sinteza
aesutului osos (fig 2b). Capsula fibroasa din jurul implantului se continua cu tesut osos nou format de
tip spongios (fig. 2c).

Fig. 2a Implant in Fig.2b Centru de osificare Fig. 2c Zona peri-
tibie la iepure. intramembranoasd,  mezenchim | implantara; centru de

Periost cu aspect | condensat bogat Tn  celule | osificare intramembranoasa
normal, prezintda in zona | osteoprogenitoare; zone de tesut | cu numeroase celule stem
internda a acestuia celule | 0S0s imatur bogat in osteocite (roz | mezenchimale proliferate
mezenchimale care  se | slab intens) si numeroase zone de | care se regasesc si in areole

diferentiaza in osteoblaste | tesut ~ matur  marginit  de | osoase diferentiate
active. Tn vecinatatea acestei | osteoblaste numeroase ce isi | inosteoblaste.
zone se observa tesut o0sos | continuad activitatea secretorie.Col Col HEx400
nou, trabecular si compact. HEXx100
Col HEX

Capsula conjunctivd din jurul implantului Til5Mo7Zr15Ta0.5Si prezintd in zona interna
celule mezenchimale care se regdsesc in areolele osoase (fig.3a). Tesutul osos nou format contine un
numir mic de lamele osoase, in treveile osoase se pot observa zone de remodelare osoasi (fig.3b). Tn
zona peri-implantara se diferentiaza centre de osificare intramembranoasad cu numeroase celule stem
mezenchimale proliferate care se regdsesc si in areole osoase diferentiate osteoblastic (fig 3c)
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Fig. 3a Periost, n
zona interna se continua cu
celule mezenchimale care
se regasesc 1In areolele
osoase. Tesutul osos nou
format este constituit dintr-
un numar mic de lamele
osoase, in trevei se pot
observa zone de remodelare
osoasa. Col HEx 200
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Fig. 3b. Osificare Fig 3c Zona peri-
intramembranoasd ce inittaza | implantard; centru de osificare
procesul de osificare prin | intramembranoasa cu
diferentierea celulelor | numeroase celule stem
mezenchimale in celule | mezenchimale proliferate care
osteoprogenitoare; celulele | se regdsesc si in areole osoase

osteoprogenitoare se transforma
in osteoblaste care secreta in mod
special colagen 1, sialoproteine,
osteoclacina  si osteoid.Col
Hex400

diferentiate osteoblastic.
Col HEx400

Tn cazul aliajului Til5Mo7Zr15Ta0.75Si din periost se desprind celule mezenchimale care se

diferentiazd in osteoblaste (fig. 4a). In vecinatatea periostului se evidentiaza canale Havers cu un
numar mic de lamele si zone de remodelare osoasa in travee (fig. 4b). Zona peri-implant prezintd centre
de osificare intramembranoasa cu formarea lamelelor osoase cu numeroase celule stem mezenchimale

n areole (fig. 4c)

Fig. 4a Periost din
care se desprind celule
mezenchimale care  se

diferentiaza in osteoblaste.
In vecinatatea periostului se
evidentiaza canale Havers cu
un numar mic de lamele si
zone de remodelare osoasd
n travee.

Col Hex200

Fig. 4b Travee osoase.
Populatie de celule
mezenchimale diferentiate
osteogenic si nediferentiate nca
(celulele cu forma filiforma)
inconjurate de o matrice de
colagen dispusa haotic; zona de
tesut osos imatur cu densitate
celulara mare, cu osteocite active
care mineralizeazd osteoidul
depus, captive in lacune, si
osteoblaste mezenchimale
dispuse la suprafata acestuia,

Fig. 4c Zona peri-
implantard; centru de osificare
intramembranoasa cu formarea
lamelor osoase cu numeroase
celule stem mezenchimale.

Col HEx400
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unele Tn curs de transformare n
osteocite (madrginite partial de
osteoid) Col Hex400

Tn cazul aliajului Ti15Mo7Zr15TalSi, in zona periinplant au fost surprinse zone de osificare
intramembranoasa cat si endocondrala. In zona de regenerare osoasa periferica a fost surprins un strat
de celule mezenchimale care se continua cu tesut osos imatur cu densitate celulard mare (fig Sa),
osteoblaste active, linie de mineralizare si tesut osos matur cu densitate celulara mai mica (fig. 5b),
matrice mineralizata si osteocite plasate in lacune osoase. Osteoblastele sunt dispuse liniar la perifieria
tesutului lamelar. Zona peri-implant prezintd modelul de regenerare (vindecare) indirectd si consta
ntr-o zona de osificare endocondrala si una intramembranoasa, tesutul osos nou format fiind intens
vascularizat (fig. 5c) Prezenta osului lamelar compact si osteocitelor mature Tn apropierea suprafetei
implantului indicd o buna biocompatibilitate si in mod cert, prezenta implantului nu a interferat cu
procesele normale de formare osoasa.
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Fig. 5a Zona de Fig. 5b Centru de Fig 5c Zna peri-

regenerare osoasd. Tesut osos | osificare intramembranoasa: | implant  cu  vindecare
imatur, cu densitate celulara | densitate mare de  celule | indirecta: o zona de osificare
mare unde sunt prezente | mezenchimale diferentiate | endocondrala Si

osteoblaste active; Tesut osos | osteogenic printre care osteoblste | intramembranoasa. Tesutul

matur cu matrice mineralizatd; | active; travee de tesut osos nou | 0S50S nou format intens

osteocite n lacune osoase; | format cu linii de mineralizare si | vascularizat. Col HE x200

osteoblaste dispuse liniar la | osteocite in numar mare, Col

perifieria  tesutului lamelar | HEx100.

format din tesut conjunctiv.
Col Hex100

Tn cazul implantului cu aliajul Ti20Mo07Zr15Ta, la nivelul tibiei, zona periferica se
caracterizeaza printr-un periost ingrosat cu celulele stem mezenchimale care se vor diferentia in
osteoblaste, altele se deplaseaza in areolele tesutului osos nou format si din vecindtatea periostului
(fig.6a). Preoseina se mineralizeaza prin activitatea osteoblastelor si osteocitelor se formeaza oseina
care structureaza traveele osoase. In oseina mineralizati se delimiteazi lacune care addpostesc
osteocite mari, active, implicate in metabolismul osului (fig. 6b). In aceasti zon alterneaza insule de
os mineralizat si nemineralizat si rare linii de mineraliazare. In vecinatatea implantului s-a observat o
capsuld densa fibroasa care se continud cu tesut osos nou format, aflat in remodelare, zonal despartite
de linii de ciment (fig 6¢).
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ig. 6a Tn zona periostului Fig. 6b Un detaliu al Fig 6c Zona din
se disting celule mezenchimale | zonei periostului si tesut osos | vecinatatea implantului este
continuate in spatiul | compact nou format cu zone | formata  dintr-o  capsula
intertrabecular si  osteoblaste | de remodelare. Col HE x100 | fibroasa subtire continuatd cu
differentiate asezate epiteliform tesut osos trabecular cu semne
pe traveele osoase nou formate. de remodelare osoasda. Col.
Col HE x400 HEX 400

Tn cazul implantului cu aliajul Ti20Mo7Zr15Ta0.5Si, in zona periimplant este surprinsi
activarea periostului (fig7a), celule mezenchimale sunt activate si se diferentiaza in osteoblaste cu rol
in sinteza a oseinei, dupa maturare ele se transforma in osteocite (fig 7b). In vecinitatea periostului se
evidentiaza tesut 0osos nou format. In zona din vecinitatea implantului au fost observate travei osoase
subtiri si un numar mare de celule mezenchimale stem. Traveele mai groase sunt formate din tesut
0s0s spongios (fig. 7c)
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Fig. 7a Periostul se Fig. 7b Celule Fig 7c. In zona din
continud in zona internd cu | mezenchimale diferentiate 1in | vecinatatea implantului au fost
celule mezenchimale care se | osteoblaste care sintetizeaza noul | observate travei osoase subtiri

diferentiazd in osteoblaste | 0s. Col HE x400. si un numdr mare de celule
care sintetizeaza noul os. mezenchimale stem. Traveele
Col HE x400 mai groase sunt produse de
tesutul 0sos spongios.
Col HE x400

Tn cazul aliajului Ti20Mo07Zr0.75Si, zona periferica din jurul implantului se caracterizeaza
printr-un periost cu celulele stem mezenchimale activate care se vor diferentia in osteoblaste, implicate
in sinteza preoseinei si a fibrelor de colagen (fig.8a). Preoseina se mineralizeaza prin activitatea
osteoblastelor si se formeaza oseina care structureaza traveele osoase si osteoanele. Oseina
mineralizata delimiteaza lacune in care se pot observa osteocite mari ce sunt implicate in metabolismul
osului. In areole se gisesc celule stem mezenchimale si osteoblaste (fig. 8b). Osteoblastele au rol in
sinteza preoseinei, ele apar prismatice fiind asezate pe 1-2 randuri pe traveea osoasi. In zona din
vecinatatea implantului au fost observate travei osoase mai ingrosate si un numar mare de celule
mezenchimale stem (fig. 8c).
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Fig. 8a Tesut osos din
vecinatatea periostului si a
implantului. In sectiune apare o
parte din capsula conjunctiva
formatd din celule stem

Fig. 8c. Zona
periimplant formatd dintr-0
capsula fibroasd care se
continud cu tesut 0sos nou
format cu aspect lamelar

Fig. 8b Celule
mezenchimale diferentiate 1in
osteoblaste care sintetizeazi noul

os prin osificare desmala. Col
HE x400.

mezenchimale dense plasate in unde sunt prezente
areole. Atasate de traveele osteoblaste dispuse spre
osoase  apar  osteoblastele periferie. Col HE x400

dispuse pe un rand. Tn areolele
de dimensiuni diferite apar

insule de celule stem
mezenchimale.
Col HE x400

Tn cazul aliajului Ti20Mo7Zr15TalSi la locul implantirii periostul prezinta un strat mai gros
de celule mezenchimale (fig 9a). Celulele proliferate se continua in areolele osoase din vecinatatea
periostului, altele sunt diferentiate in osteoblaste, fiind asezate pe 1-2 randuri sub forma unor travee
0soase cu activitate de sinteza a componentelor osului (fig 9b). Zona periimplant este formata dintr-0
capsuld fibroasa care se continud cu tesut osos nou format ce are aspect trabecular, fiind bogat in
osteoblaste dispuse la riferie. Osteocitele sunt mari si active etbolic fig. 9¢).
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T20Mo7Zr1 R

diferentiazd in osteoblaste ce

sintetizeaza noul os. Col HE
x40

osteoblaste care sintetizeaza osul
nou. Col HE x400.

Fig. 9a Periostul, cu Fig. 9b Tesut o0sos Fig. 9c Zona
aspect normal, se continua in | subperiostal din zona | periimplant formata dintr-0
zona interna cu celule | periimplantului. Celule | capsula fibroasa care se
mezenchimale care se | mezenchimale diferentiate  in | continud cu tesut 0sos nou

format cu aspect trabecular,
cu osteoblaste dispuse la
periferie. Col HE x400

Concluzii:

1.

Aliajele au 0 buna compatibilitate cu tesutul osos, atat prin tehnica radiografierii cat si

prin examinare CT nu Se observa reactii sau modificari anormale ale tesuturilor adiacente implantului
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2. Prin examinare CT s-a evidentiat faptul ca implanturile sunt inconjurate de tesut cu
densitate de aproximativ 500-1070 UH, specifica pentru tesuturile fibro-cartilaginoase.

3. Prin examen CT s-a masurat densitatea implanturilor, fiind de aproximativ 3062-3071
UH

4. In  cazul grupului de aligje  Til5Mo7Zr15Ta, Til5Mo7Zr15Ta0.5Si,
Ti15Mo07Zr15Ta0.75Si, TilSMo7Zr15Tal, prezenta tesutului osos lamelar a compactei osoase si a
osteocitelor mature in apropierea suprafetei implantului indica o buna biocompatibilitate si aderarea
de tesutul invecinat si, in mod cert, prezenta aliajelor nu a interferat cu procesele normale de regenerare
osoasa periimplant.

5. TIn cazul grupului de aligje Ti20Mo7Zr15Ta, Ti20Mo7, Zr15Ta0.5Si,
Ti20M07Zr15Ta0.75Si, Ti20Mo7Zr15Tal.0Si s-a observat o fortificare histologica activa a tesutului
0s0s peri-implantar aspect corespunzator unei bune osteointegrari.

6. Dupa 60 zile de la implantare, atat in cazul martorului cat si la indivizii implantati cu
aliajele amintite anterior, prezenta structurilor lamelare ale compactei osoase si a osteocitelor mature
in apropierea suprafetei implantului indica o bund biocompatibilitate a aliajelor analizate i in mod
cert, prezenta implantului nu a interferat cu procesele normale de remodelare osoasa.

Proiect 3. Dezvoltarea unor noi aliaje dentare cu ruteniu, (Acronim BIODENTRUT),
Responsabil Sef lucr. Dr. BURTAN Liviu

Testarea materialelor se va face pe un model animal cat mai apropiat de om, care sa reproduca
fidel aspectele patologiei.

Utilizarea si alegerea modelului animal in cercetarea medicald si, mai ales, in studiul
biomaterialelor cu rol regenerativ, este 0 0 etapa extrem de importanta, intrucat experimentul trebuie
sa respecte regula celor ”3 R” (Replacement, Reduction, Refinement) (W. M. S. Russell and R. L.
Burch in 1959) si 1n plus translationarea rezultatelor de la animalul de experienta la om trebuie sa fie
posibila.

Materialul/ materialele luate in studiu vor fi pe rand testate ”in vitro” ”in vivo” si ’in situ”.

Testarea “in vitro” va urmari efectul biomaterialelor asupra culturilor celulare, eventualele
efecte citopatice si citotoxice ce pot aparea.

Testarea ”in vive” va doua directii principale: biocompatibilitate tisulard si reactia tesuturilor.

Pentru a urmari reactia de a biomaterialelor propuse (?) pana la testarea in situ”, acestea vor
fi testate ”’in vivo”, prin implantare la animalele de experientd in tesutul conjunctiv subcutanat.

Reactia tisulard va fi urmadritd prin examene histopatologice utilizind coloratii uzuale la
intervale de 24h, 48 h si 7, 14 si 30 zile de la implantare. Gradul de resorbtie al materialului se va
aprecia prin morfometrie.

Rezultatele testarii ”in situ” se vor obtine prin coroborarea datelor obtinute la examenul
imagistic (radiologic, computer-tomografie, microCT) cu datele examenului histopatologic si
imunohistochimic din regiunile implantate cu material.

Pentru a putea evalua din punct de vedere histopatologic reactia tisulara la toate animalele din
lot care au fost supuse experimentdrii chirurgicale, acestea vor fi eutanasiate treptat dupd un protocol
bine stabilit, astfel ca de la inceput si pana la final sa putem evalua gradul de biocompatibilitate.

Se va urmari eventuala reactie inflamatorie, evaluare cantitativa si calitativa.

Prin imunohistochimie se vor evidentia markeri de proliferare celulara (ki-67, PCNA —
Proliferating Cell Nuclear Antigen), prezenta lor confirmand proliferarea celulara locald, cat si
identificarea unor constituenti ai matricei extracelulare.

Noi ne propunem testarea materialelor pe o perioada mult mai indelungata (24 luni), pentru a
observa efectele lui terapeutice.
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Biocompatibilitatea in vivo a aliajelor dentare si a protezelor dentare metalo-ceramice

Implanturile orale sunt considerate dispozitive protetice de mare succes. Ele inlocuiesc cu
succes functia dintilor si restaureaza estetica si fac acest lucru cu o rata de esec / complicatie remarcabil
de mica. Avand in vedere aceste caracteristici atragatoare, este de inteles ca, in ultimul deceniu, cererea
de implanturi orale a crescut drastic. Cu aceastd crestere precipitantd a aparut o gama uluitoare de
modificari ale implantului, toate concepute pentru a Imbundtati procesul de osseointegrare. Aceste
modificari includ ajustari in timpul incarcarii, variatii ale caracteristicilor de suprafata, modificari ale
formei implantului si adaugarea factorilor de crestere sau a altor stimuli biologici destinati "activarii"
suprafetei implantului . Cu toate acestea, masura in care majoritatea acestor modificari imbunatateste
osseointegrarea implantului nu este cunoscuta.

In consecinta, este oarecum o surprizd ci marea majoritatea studiilor experimentale privind
osseointegrarea orala a implantului se realizeaza in oase lungi, mai degraba decat pe maxilar sau
mandibula. Cele mai frecvent citate motive pentru efectuarea analizelor implanturilor orale in oase
lungi sunt dimensiunea lor relativd si accesibilitatea usoara (Popelut et al., 2010; Yan et al., 2011;
Sennerby etal., 1993).

Oasele lungi contin, de asemenea, o cavitate mare foarte pro-osteogena, care faciliteaza
formarea rapida a osului in jurul unui implant (de Barros et al., 2010; Leucht et al., 2007). Mai mult,
studiile efectuate pe soareci demonstreaza ca spatiul maduvei este in primul rand responsabil pentru
generarea acestui nou os de periimplant (Popelut et al., 2010; Leucht et al., 2007; Colnot et al., 2007).

Folosirea cainilor pentru osteointegrarea implantului oral prezinta un avantaj semnificativ
deoarece implanturile de dimensiuni umane pot fi testate direct pe cdine. Cu toate acestea, existd o
serie de limitari grave, inclusiv costul asociat unui studiu amplu cu canini si lipsa completa de
informatii genetice, moleculare si celulare pentru analize.

Metalele pretioase au o lunga istorie de utilizare pentru aplicatiile dentare, datorita
usurintei lor de manipulare si a unei biocompatibilitiiti excelente. in prezent, cele mai pretioase
aliaje sunt folosite pentru restaurarea dintilor.

Elementele platinice (platina, iridiu, paladiu, rodiu si ruteniu), ca si sarurile lor, prezinta
slabe efecte de intoxicare pentru organismul uman, inclusiv daca sunt prezente in cavitatea bucala,
motiv pentru care sunt pe larg utilizate in aliajele dentare.

Ruthenium este rar mentionat in cercetarile microbiologice, datorita faptului ca acest metal nu
are roluri esentiale cunoscute in sistemele biologice si nici nu este in general considerat toxic.
Complexele de ruteniu au fost investigate ca agenti potentiali antimicrobieni, antiparazitici i
chimioterapeutici dar si ca inhibitori ai canalelor de calciu. Complexele de ruteniu sunt, de asemenea,
utilizate ca agenti antimicrobieni si alternative sau adjuvanti la antibiotice mai traditionale. Astfel de
contributii noi din chimia organometalicd sunt, fard indoiald, extrem de necesare pentru a aborda criza
de rezistenta antimicrobiana si aparitia lentd pe piatd a noilor antibiotice (Southam et al., 2017)

Experimentele in vivo au demonstrat ca un complex de ruteniu (II) [Ru (dmp) 2 (ipad)] (C104)
2 a inhibat dependenta de doza a unei linii celulare de carcinom de ficat uman (BEL-7402) care a fost
xenotransplantatd la soarecii nuzi. Analizele au ardtat cd acest complex a indus apoptoza in celulele
tesutului tumoral dar cu efecte toxice asupra celulelor rinichilor, sdngelui si maduvei osoase la soarecii
tratati. O examinare toxicologicd a indicat faptul ca doze mari de Ru pot provoca leziuni renale si pot
duce la cresteri ale creatininei serice. In plus, Ru pirea a fi genotoxic si toxic hematologic intr-0
manierd dependentd de doza. Rezultatele obtinute au furnizat informatii de bazad referitoare la
proiectarea ulterioara a medicamentelor antitumorale de ruthenium (II) (Wang et al., 2018).

Potentialul anticancer al complexelor de ruteniu a fost investigat pe scara larga, insa studiile de
evaluare a sigurantei sunt inci putine. In ciuda agentilor antineoplazici pe bazi de ruthenium, se stie
ca provoaca mai putine efecte secundare comparativ cu alte medicamente pe baza de metale, acesti
compusi nu sunt complet lipsiti de toxicitate, cauzand in principal nefrotoxicitate. Pe baza rezultatelor
promitatoare ale activitatii antitumorale a complexelor [Ru (L-Met) (bipy) (dppb)] PF6 (RuMet) si [Ru
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(Lpp)] PF6 (RuTrp) prima data am investigat profilul de toxicitate al acestor complexe la rozdtoare si
pestii zebra. Toxicitatea orald acutd a fost evaluatd la soareci elvetieni. Potentialul mutagen si
genotoxic a fost determinat printr-o combinatie de protocoale Micronucleus (MN) si Comet, dupa
expunerea soarecilor elvetieni la RuMet si RuTrp in doze terapeutice. Au fost expuse la aceste
complexe embrionii din zebrafish, iar dezvoltarea acestora a fost observata pana la 96 ore dupa
fertilizare. Complexele RuMet si RuTrp au prezentat o toxicitate acutd orald redusa. Modificarile
comportamentale inregistrate nu au fost inregistrate, nici modificari morfologice macroscopice sau
modificari structurale in ficat si rinichi. Aceste complexe nu au provocat toxicitate genetica,
prezentand o lipsa de formare a micronucleilor si o inductie redusd a deteriorarii ADN in celulele de
la soareci elvetieni. In contradictie, tratamentul cu cisplatini a prezentat o mutagenitate si o
genotoxicitate ridicatd. RuMet si RuTrp au prezentat o toxicitate scazuta in dezvoltarea embrionului
de zebra. Complexele RuMet si RuTrp au demonstrat o toxicitate scdzuta in cele douda modele de
studiu, o proprietate interesanta in studiile preclinice pentru medicamentele anticanceroase noi (Mello-
Andrade et al., 2018).

Recent, s-a constatat ca o serie de complexe de ruteniu tiazolo- arena cu o intensitate citotoxica
in vitro, atat pe celulele cancerigene ovariene care sunt sensibile la cisplatina, cat si pe cea a cisplatinei.

Complexul de ruteniu a fost administrat pe sobolani femele Crl: WI pe cale orala, prin intubare
gastricd si injectare intraperitoneald. Parametrii hematologici si modificarile histopatologice ale
ficatului, rinichilor, splinei si creierului au fost investigate dupa un tratament de 14 zile. Substanta a
fost bine toleratd pe cale orald, cu o valoare LD50 de peste 2000 mg / kg greutate corporala.

Simptomele au fost observate numai in prima zi dupd administrarea intraperitoneald a celei mai
mari doze, cu o valoare LD50 intre 300 si 2000 mg / kg corp. Profilul hematologic nu a fost modificat
la niciuna dintre dozele testate, dupa administrarea acuta orald si intraperitoneald. Modificarile
structurale (limfocitoliza moderata) au fost identificate numai in splina la cea mai mare doza testata.
In concluzie, complexul de tiazolo arena de ruteniu a fost foarte bine tolerat oral si a avut o toxicitate
acuta scazuta dupa administrarea intraperitoneala la sobolani Crl: WI (Grozav et al., 2016).

Studiile de baza din stiintele fizice si biologice au sustinut dezvoltarea sistemelor de implant
chirurgical. Un exemplu este progresul continuu de la materialele care au fost disponibile pentru
aplicatii industriale la noile clase de compozite care au evoluat pentru aplicatii biomedicale. Aceeasi
situatie exista intr-o arie larga (de exemplu, stiinta si tehnologia de suprafatd, mecanica si biomecanica
structurilor tridimensionale, cdile si procesele de vindecare a ranilor de-a lungul interfetelor
biomateriale si descrierea primelor biofilme care evolueaza la contactul cu sangele sau tesutul fluide).
Trecerea progresiva de la materiale la biomateriale caracterizate cantitativ a fost extrem de importanta
pentru aplicatiile biomedicale ale implanturilor chirurgicale. Investigatiile privind implanturile dentare
Joacd acum un rol de lider in anumite domenii ale acestui proces general si toate fazele medicinii si
stomatologiei ar trebui sd beneficieze.

Profilele de biocompatibilitate ale substantelor sintetice (biomateriale) utilizate pentru
inlocuirea sau marirea tesuturilor biologice au fost intotdeauna o preocupare in cadrul disciplinelor
medicale. Circumstantele speciale sunt asociate cu reconstructia proteticd a implantului dentar a
zonelor oral-maxilo-faciale, deoarece dispozitivele se extind din gurd, peste zonele epiteliale de
protectie s1 pe sau in osul subiacent.

Aspectele functionale de utilizare includ, de asemenea, transferul de fortd de pe suprafetele
ocluzale ale dintilor prin coroana, punte si regiunea conectorului gatului implantului in implant pentru
transferul interfatial catre tesuturile moi si dure de sustinere. Aceasta situatie reprezintd o serie foarte
complexa de conditii de mediu chimice si mecanice.
proprietdtile de suprafatd ale biomaterialului. Toate aspectele privind fabricatia de baza, finisarea,
ambalarea si livrarea, sterilizarea si plasarea (inclusiv plasarea chirurgicald) trebuie sa fie controlate
in mod adecvat pentru a asigura conditii curate si nontraumatizante. Importanta acestor considerente a
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fost re-evidentiata prin conceptul si practica osseointegrarii sistemelor de implanturi de radacina
endosteala.

Proprietatile fizice, mecanice, chimice si electrice ale componentelor materialului de baza
trebuie sd fie intotdeauna evaluate integral pentru orice aplicatie biomateriald, deoarece aceste
proprietdti furnizeaza contributii cheie In analizele biomecanice si biologice corelate ale functiei. O
proprietate importantd a materialului legata de proiectarea (forma si optimizarea) este plasticitate (o
componentd a modulului elastic) a materialului.

Coroziunea este o preocupare speciald pentru materialele metalice din implantologia dentara,
deoarece implanturile ies in cavitatea bucala, unde electrolitii si compozitiile de oxigen difera de cele
ale fluidelor tisulare. Tn plus, pH-ul poate varia semnificativ in zone sub placa si in cavitatea bucala.
Acest lucru creste intervalul de pH la care sunt expuse implanturile in cavitatea bucala, comparativ cu
situsurile specifice din tesut. Plenk si Zitter afirma ca coroziunea galvanica (GC) ar putea fi mai mare
pentru implanturile dentare decat pentru implanturile ortopedice. Procesele galvanice depind de
pasivitatea straturilor de oxid, care se caracterizeaza printr-o ratd de dizolvare minima si o putere mare
de regenerare pentru metale precum titanul. Stratul pasiv are doar citiva nanometri gros si de obicei
compus din oxizi sau hidroxizi ai elementelor metalice care au cea mai mare afinitate pentru oxigen.
In metalele cu grup reactiv, cum ar fi titanul, niobiul, zirconiul, tantalul si aliajele conexe, materialele
de baza determina proprietatile stratului pasiv. Zonele de stabilitate ale oxizilor elementelor pasive
acopera potentialele redox si valorile de pH tipice mediului oral. Cu toate acestea, oxizii de titan, tantal
si niobiu acoperd o zond semnificativ mai mare de stabilitate a mediului in comparatie cu oxizii de
crom.

A fost considerat anterior riscul degradarii mecanice, cum ar fi zgarierea sau frezarea
materialelor implantate, combinate cu coroziunea si eliberarea in oase si organe indepartate. De
exemplu, investigatorii precum Laing si Lemons au studiat pe larg coroziunea implanturilor metalice.
Steinemann si colab.au prezentat multe dintre relatiile de baza specifice coroziunii implantului. Mears
a abordat ingrijorarile cu privire la GC si a studiat raspunsul local al tesuturilor la otel inoxidabil si
cobalt-crom-molibden (Co-Cr-Mo) si a ardtat eliberarea de ioni metalici in tesuturi. Williams a sugerat
ca trei tipuri de coroziune au fost cele mai relevante pentru implanturile dentare: (1) fisurarea
coroziunii la stres (SCC), (2) GC si (3) coroziunea fretting (FC).

Unul dintre numeroasele avantaje ale aliajelor metalice este faptul cd acestea sunt puternice si
sunt capabile sa reziste fortelor in timpul functiei fard deformare permanenta. Acest lucru permite
restaurdrile sa fie construite in sectiuni subtiri, ceea ce in gura este avantajos, deoarece tesutul dintilor
poate fi conservat printr-o pregatire minima a dintilor.

* Rezistenta la fortd este forta pe unitatea de suprafata (tensiune) necesara pentru deformarea
permanentd a aliajului. Depasirea puterii de randament este clar nedoritd pentru aplicatii dentare.
Rezistenta randamentului este asadar o proprietate utilizata pentru a descrie comportamentul unui aliaj.
Se masoard in mega pascali.

* Punctul de randament este definit ca tensiunea la care un material incepe sa se deformeze
plastic. Inainte de punctul de productie, materialul se va deforma elastic revenind la forma sa initiala
atunci cand stresul este indepartat. Odata ce punctul de randament este trecut, o proportie a deformarii
va fi permanenta si ireversibila.

 Legatura cu puterea de randament este duritatea care creste odatd cu cresterea rezistentei.

Acest lucru ofera dentistului si tehnicianului dentar o indicatie a dificultatii de a macina si lustrui un
aliaj. Unele aliaje metalice pot fi tratate termic pentru a le creste duritatea.
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* Ductilitatea este capacitatea unui aliaj de a se deforma sub tensiune. Acest lucru este
important atunci cand agrafele trebuie sa fie indoite si incrustarile arzate pentru a le Tmbunatati
adaptarea si marginea. Rigiditatea aliajului este determinatd de modulul sdu elastic si de designul
turnarii.

Prin urmare, dorinta de a influenta pozitiv raspunsurile tesuturilor si de a minimiza
biodegradarea plaseaza adesea restrictii asupra materialelor care pot fi utilizate in siguranta in mediile
orale si tisulare. Proiectarea unor biomateriale optime este deseori dificild din cauza cerintelor impuse
de mediul din organismul viu si de restaurare.

.....

dispozitiv pentru o aplicatie clinicd specifica. Materiale implantabile metalice si nemetalice au fost
studiate Tn domeniul ortopediei secolul XX.

Tn anii 1960, dispozitivele dentare au fost recunoscute ca fiind intr-o fazi de cercetare si
dezvoltare, iar recenziile longitudinale critice ale aplicatiilor clinice au fost puternic recomandate. Tn
acest timp, studiile de longevitate ale diferitelor dispozitive au demonstrat ca cea mai lunga durata a
aplicatiilor clinice a fost pentru proteze ortopedice.

Tn anii 1980, studiile clinice controlate au aratat ci implanturile dentare asigurau longevitati
functionale care depdseau majoritatea celorlalte tipuri de modalitati functionale de inlocuire a
tesuturilor. in mod clar, aceste studii clinice au influentat puternic att cercetarea, dezvoltarea, cat si
procesele de aplicare clinici. In prezent, cresterea exponentiala a utilizarii implanturilor si a rapoartelor
stiintifice aferente sustin opiniile exprimate de vizionarii timpurii in urma cu cateva decenii.

Modalitatile de implant folosite au tinut cont de: biomateriale; analize biomecanice ale
desenelor, tesuturilor si functiei; vindecarea ranilor de-a lungul interfetelor; metode chirurgicale de
minimizare a traumatismelor mecanice, chimice si termice; modalitati de tratament de restaurare si
intretinere prostodontice si parodontale; si protocoale pentru studii clinice multidisciplinare controlate.
Ar trebui recunoscutd interdependenta tuturor etapelor cercetdrii de baza si aplicatd. Toate
interrelationeaza si trebuie sa evolueze pentru a oferi un nivel mai bun de intelegere a fenomenelor
fizice si biologice de baza asociate cu sistemele de implant inainte ca rezultatele clinice mai lungi sa
fie descrise complet.

Evaludrile implanturilor dentare endosteale si subperiosteale ridica intrebari interesante cu
privire la interrelatiile dintre selectia materialului si design. Exista oportunitati de a selecta un material
dintr-o serie de sisteme, cum ar fi metale, ceramica, carboni, polimeri sau compozite. in plus, numai
dimensiunile anatomice disponibile si cerinta de a atasa o forma de dispozitiv de restaurare intraorala
limiteaza forma si forma (design) a implantului. Datorita gamei largi de proprietati biomateriale
demonstrate de clasele de materiale disponibile, nu este recomandata fabricarea unui nou proiect de
implant fard o analiza biomecanica minutioasa. O alta abordare folositd acum este de a determina un
proiect specific bazat pe considerente clinice si apoi de a selecta biomaterialul ales din analizele
computerizate. Siguranta acestor combinatii poate fi apoi demonstrata prin investigatii de laborator si
animale. Studiile clinice controlate dupa protocoalele prospective ofera, desigur, evaluarea finala atat
pentru siguranta, cat si pentru eficacitate. Succesul pe termen lung este astfel determinat clinic Tn
studiile de urmarire a investigatorilor si este in mod clar un domeniu care trebuie subliniat pentru multe
sisteme de implant dentare disponibile.

Aliajele pot fi, de asemenea, clasificate in functie de componenta lor principala, de exemplu,
un aliaj pe baza de aur. Ele pot fi, de asemenea, descrise prin aspectul lor, cum ar fi galben sau alb.
Aliajele aurii albe nu sunt, desigur, albe, ci argintii.

Metalele de baza se refera la metale care nu sunt nobile, de ex. titan, nichel, cupru, argint si
zinc. Aceste elemente corodeaza mai mult decat aliajele nobile, dar sunt aliate cu metale nobile,
deoarece au un efect semnificativ asupra proprietatilor aliajului, cum ar fi cresterea rezistentei,

.....
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Aliajul este addugarea unuia sau mai multor elemente metalice la metalul primar sau matricial.
Incorporarea acestor metale suplimentare modifica si imbunatateste frecvent proprietitile mecanice
ale aliajului. Aceste proprietdti pot varia foarte mult de la componentele metalelor.

Aliajele pot fi denumite binare, ternare sau cuaternare. Aceasta inseamna ca au douad, trei sau
patru componente metalice, respectiv (comparativ cu amalgamul).

Tipuri de aliaje

Metalele utilizate 1n aliajele dentare pot fi impartite in doud categorii: metale nobile si metale
de baza. Exemple de metale nobile sunt aurul, platina, rodiul, ruteniul, iridiul si osmiul. Astfel de
elemente sunt bune pentru utilizare dentara, deoarece sunt rezistente la coroziune in mediul ostil al
gurii. Din punct de vedere chimic, argintul este un metal nobil, dar in ceea ce priveste stomatologia,
acesta nu este considerat, deoarece corodeaza 1n gurd. Aceste elemente precedente sunt uneori
denumite metale pretioase, deoarece tind sa fie scumpe. Acest termen poate fi confuz, deoarece nu se
referd doar la costuri si, prin urmare, trebuie utilizat cu atentie. in egala masura, aceasta nu inseamna
nobil ca in elementele nobile, deoarece argintul si paladiul nu sunt metale pretioase dentare. Termenul
este mai descriptiv al proprietatilor fizice ale aliajului. Nobilimea aliajului depinde de suma cantitatii
de elemente nobile continute in el. Asociatia Dentard Americana a definit aliajele ca aliaje cu metale
nobile, nobile si metale de baza (tabelul 1).

Tabelul 1 Definitia aliajelor cu metale nobile, nobile si metale de baza in functie de procentul
de metale nobile prezente
Tip aligj Continut metal nobil
Tnalt nobil Contine cel putin 40% din greutate aur
si cel putin 60% din greutatea elementelor
metalice nobile (aur, iridiu, osmiu, platina,

rodiu)

Nobil Contine mai mult sau echivalent de
25% Tn greutate metale nobile

Metal de baza Contine mai putin de 25% din

greutatea meselor nobile

Marea majoritate a aliajelor nobile au in componenta aur.Asa cum am mentionat anterior,
aurul pur este prea moale pentru a fi utilizat singur in stomatologie si pentru a obtine proprietati
mecanice adecvate, trebuie aliat cu alte elemente. Cele patru tipuri de aliaje de turnare de aur
utilizate Tn stomatologie sunt rezumate in tabelul 2.

Cresterea duritatii este insotita de o scadere a ductilitatii si a rezistentei la coroziune. Elementul
principal responsabil pentru acest lucru este cuprul. Cuprul transmite intarirea in ordine a aliajului.
Acesta este locul in care atomii de cupru formeaza grupuri ordonate in loc sa fie distribuite aleatoriu
in aliaj. Aceasta structura atomica ordonata impiedicd miscarea sau alunecarea straturilor de atomi.
Pentru ca acest fenomen sa se produca, aliajul trebuie sa contina cel putin 11% cupru si astfel se va
observa un anumit efect in aliajele de aur de tip III, desi se vede mai mult cu tipul IV. Cantitatea de
cupru addugata functioneazd numai pana la un punct, deoarece aliajul se va patrunde daca contine mai
mult de 16% cupru. Intarirea se poate realiza prin incilzirea aliajului la 400 ° C si mentinerea acestuia
in cuptor la aceasta temperatura timp de 30 de minute.

Un aliaj de aur poate fi inmuiat prin acelasi procedeu. Temperatura este mai mare decét cea
utilizatd pentru intarirea la comanda, iar aliajul este racit rapid prin stingere.

Alti componenti

Platina si paladiul au efecte similare asupra proprietdtilor aliajului de aur final. Includerea lor
n aliaj duce la un punct de topire mai mare. Acest lucru poate fi avantajos daca aliajul necesita sa fie
lipit la un moment dat, de exemplu, pentru a uni unele componente ale puntii, in cazul in care
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tehnicianul este preocupat de faptul ca o turnare mare nu poate fi suficient de precisa dimensional daca
este turnata ca o singura unitate.

Zincul este inclus ca un epiderm de oxigen, deoarece va reactiona in mod preferential cu
oxigenul, prevenind astfel oxidarea celorlalte componente. Este relativ reactiv, iar zincul pur va prelua
oxigenul pentru a pasiva suprafata. Este inclus in aliajele metalelor nobile din acelasi motiv ca n
amalgamul dentar.

Iridiul si ruteniul sunt utilizate in principal pentru a ajuta la rezistenta la coroziune. Sunt
incorporate in cantitati foarte mici.

Tabelul 2 Cele patru tipuri de aliaj de turnare din aur folosit in stomatologie

Compozitie %
Tip Descriere Aur Argint Cupru Platina Paladiu
80-
I Moale 90 3-12 2-5 0 0
: 75-
1 Mediu 78 1-15 7-10 0-1 1-4
62-
i Tare 78 8-26 8-11 0-3 2-4
60-
v Extra 70 4-20 11-16 0-4 0-5

Ruteniu este un element chimic cu simbolul Ru si numarul atomic 44. Este un metal de tranzitie
rar din familia platinei din tabelul periodic. Ca si celelalte metale ale grupului de platind, ruteniul este
inert fata de majoritatea altor substante chimice. Ruteniul este de obicei gasit ca o componentd minora
a minereurilor de platina, este un metal semipretios fragil, cu topire ridicata..

Grupurile majore de materiale implantabile pentru stomatologie sunt titanul si aliajele, aliajele
de crom cobalt, otelurile austenitice Fe-Cr-Ni-Mo, aliajele de tantal, niobiu si zirconiu, metale
pretioase, ceramicd si materiale polimerice.

Cel putin un producdtor (NobleBond; Argen) a raspuns la preocupdrile de mai sus producand
un aliaj pe bazd de cobalt cu cantitati mari de ruteniu. Ruteniul (Ru) este un metal nobil din familia
platinei, cu o excelenta rezistentd la coroziune, dar este considerabil mai ieftin decat aurul si platina.
Acest aliaj contine 40% cobalt, 25% ruteniu si 24% crom. Desi performantele clinice ale acestui aliaj
raman a fi vazute, progrese precum acestea pot permite clinicienilor sd foloseasca aliaje alternative,
cum ar fi metale pe baza de paladiu si ruteniu, pentru restaurarea clinica a implanturilor (Figura 1).
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FIGURA 1 Coroziunea aliajelor cuplate cu titan. Metalele de baza cuplate cu titanul prezinta
proprietati de coroziune inferioare in comparatie cu metalele nobile aliajul de paladiu si aliajul Co-Ru.
(Sursa: Argen Corporation.)

Mecanic, titanul este mult mai ductil (indoit) decat aliajul de titan. Aceastad caracteristica a
reprezentat un aspect foarte favorabil legat de utilizarea titanului pentru dispozitivele cu forma de placa
endostald. Necesitatea de ajustare sau indoire pentru a furniza bonturi paralele pentru tratamentele
protetice a determinat producitorii si optimizeze microstructurile si conditiile reziduale. imbinarea,
stampilarea sau forjarea urmata de tratamente termice de recoacere controlate sunt utilizate in mod
obisnuit in timpul procesdrii metalurgice. Cu toate acestea, dacd un bont de implant este indoit in
momentul implantarii, atunci metalul este incordat local la nivelul gatului (indoit), iar tulpina locala
este atat cumulativa, cat si dependenta de cantitatea totala de deformare introdusa in timpul procedurii.
Acesta este un motiv, in afara de Incarcarea anterioara a ciclului de oboseald, de ce nu este recomandata
reutilizarea implanturilor. Tn plus, procesele mecanice pot altera sau pot contamina in mod semnificativ
suprafetele implantului. Orice reziduuri ale schimbarilor de suprafata trebuie indepartate Tnainte de
implantare pentru a asigura conditii de curatare mecanica si chimica.

Tehnicile emergente de turnare de titan si aliaje de titan raméan limitate pentru aplicarea
implantului dentar din cauza punctelor de topire ridicate ale elementelor si inclinatiei pentru absorbtia
oxigenului, a azotului si a hidrogenului, care pot provoca o incadrare metalica. O atmosfera de gaz de
protectie ridicata sau ultrarapurd permite producerea de piese turnate in titan si aliajele sale la diferite
niveluri de puritate, desi microstructurile si porozitatea sunt relativ nefavorabile legate de oboseala si
rezistenta la fracturd. Rezistentele tipice ale turndrii din punct de vedere comercial pur ( CP) titan grad
2 si Ti-6Al-4V dupa tratamentul termic si recoacere pot fi in gama celor din aliaj de titan forjat utilizat
pentru implanturi dentare.

Un aliaj dentar de cobalt-crom destinat utilizarii restaurarilor din portelan-topit-metal, care
consta in principal din: Cobalt 40-60 + Crom 20-30 + Ruteniu 5-15 + Aluminium 1-4 +Titru 0-0.15
+Tungsten 0-15 + Molibden 0-6.5 + Niobiu 0-3.0 + Zirconiu 0-0.25 + Mangan 0-1.5, in care suma
constituentilor este egald cu 100% si suma constituentilor de tungsten si molibden, minus suma
constituentilor de ruteniu, niobiu si zirconiu este mai mica de aproximativ 5%. Aceste aliaje prezinta
proprietati fizice si chimice deosebite, inclusiv formarea unei legaturi tenace cu portelanul fara a fi
nevoie de un agent de legare separat si pot fi utilizate in mod avantajos ca Inlocuitori pentru aliajele
care au o proportie ridicatd de metale pretioase, precum si pentru nichel. aliaje pe bazd de crom in
fabricarea de poduri si coroane fixe furniruite din portelan.

Aliate rezistente la uzura de zirconiu-paladiu-ruteniu
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Majoritatea compusilor intermetalici care se cristalizeazd in configuratia cubica centratd pe
corp, ordonatd atomic, cunoscutd sub denumirea de structura de tip B2, sunt prea fragile pentru a
permite Indoirea sau deformarea fara riscul de fracturd. Dar exista cativa compusi de acest tip care pot
fi usor modelati si chiar atrasi in sarma. Printre acestia se numara compusul de tip B2 NiTi (Nitinol),
care este suficient de ductil pentru a fi tras Tn sdrma si are cateva proprietdti mecanice remarcabile,
cum ar fi bine-cunoscutul ,,efect de memorie” (1) si asa-numitul ,,pseudoelastic” " comportament.
Sursa comportamentului neobisnuit al acestui compus consta intr-0 transformare a fazelor difuzate
(martensitice), care apare in mod normal la sau aproape de temperatura camerei atunci cand compusul
este racit si, mai important, poate fi indusa de stres. O transformare martensiticd similard cu cea din
NiTi apare in compusul de tip B2 ZrPd, care este compus din elemente din pozitii corespunzatoare
celor din titan si nichel din tabelul periodic, cu exceptia faptului ca acestea sunt din a doua si nu din
prima perioadd lunga. Din pécate, compusul ZrPd se transforma la 620 ° C si nu este Tn mod special
ductil la temperatura camerei. Am fost curiosi sa vedem dacd se poate obtine o ductilitate sau un alt
comportament mecanic interesant in aliajele de zirconiu-paladiu pur si simplu folosind adaosuri ternare
sau cvasi-binare pentru a stabiliza structura B2 cu temperaturi ridicate (austenitice) la temperatura
camerei. Ruteniul a fost ales ca al treilea element, deoarece se combina cu zirconiul pentru a forma
compusul ZrRu, de structura de tip B2, care este stabila de la temperatura camerei pana la punctul sau
de topire. Mai mult decat atat, atomii de ruteniu pareau sa se substituie liber pentru atomii de paladiu
pe siturile de grila B2, din cauza asemanarilor cu dimensiunea si structura electronica. Masurarile de
rezistenta la o serie de aliaje topite cu arc in conditii ,,turnate”, a se vedea figura 1, a evidentiat o brusca
minim chiar inainte de debutul transformarii martensitice la temperatura camerei (figura 2). Difractia
curaze X a stabilit ca existd o solutie solidd B2 extinsa din compozitia ZrRu (x = 0) pana la aproximativ
Zr50 (Pd35 Rulb), (x =0,7). S-a observat o modificare treptata, dar pronuntata, de la un comportament
fragil la cel ductil, deoarece raportul dintre atomi de paladiu si ruteniu a crescut pe siturile de zabrele
B2.

Niciunul dintre elementele prezente nu este cunoscut pentru a produce reactii toxice in
tesuturile vii. Masurarile de expansiune termica cu temperatura au ardtat cd aliajele atermice
martenum-ruteniu au o histereza mare (~ 200 ° C) la incélzire si racire.

Rata de uzura usor negativa a aliajului zirconiu-paladiu-ruteniu se poate datora formarii de
Zr02.

Prima serie de forme structurale pentru implanturi dentare a inclus tije si conuri pentru
umplerea site-urilor de extractie a radacinilor dintilor (retinatori de creastd) si, in unele cazuri,
implanturi endosteale purtatoare de sarcind. Limitarile caracteristicilor proprietdtii mecanice au
condus curand la intarirea CPC implanturi prin tehnici mecanice (tije metalice centrale) sau fizico-
chimice (acoperire peste un alt substrat).

Numarul de acoperiri ale suprafetelor metalice folosind pulverizare cu flacadra sau cu plasma
(sau alte tehnici) a crescut rapid pentru CPC. profiluri si longevitati ale implantului.

Protocol experimental

Testarea materialelor se va face pe un model animal cat mai apropiat de om, care sa reproduca
fidel aspectele patologiei.

Utilizarea si alegerea modelului animal in cercetarea medicald si, mai ales, In studiul
biomaterialelor cu rol regenerativ, este o o etapa extrem de importantd, intrucat experimentul trebuie
sa respecte regula celor ”3 R” (Replacement, Reduction, Refinement) (W. M. S. Russell and R. L.
Burch in 1959) si in plus translationarea rezultatelor de la animalul de experienta la om trebuie sa fie
posibila.

Materialul/ materialele luate in studiu vor fi pe rand testate ”in vitro” ”in vivo” si ”in situ”.

Testarea “in vivo” va urmdri doud directii principale: biocompatibilitate tisulard si resorbtie
pentru biomaterialul implantat.
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Pentru a urmari reactia organismului la biomaterialelor propuse pana la testarea “in situ”,
acestea vor fi testate ”in vivo”, prin implantare la animalele de experienta la nivelul membrului
posterior, regiunea femurala.

Biocompatibilitatea in vivo a aliajelor dentare si a protezelor dentare metalo-ceramice

Implanturile orale sunt considerate dispozitive protetice de mare succes. Ele Tnlocuiesc cu
succes functia dintilor si restaureaza estetica si fac acest lucru cu o rata de esec / complicatie remarcabil
de mica. Avand in vedere aceste caracteristici atragatoare, este de inteles ca, in ultimul deceniu, cererea
de implanturi orale a crescut drastic. Cu aceasta crestere precipitanta a aparut o gama uluitoare de
modificari ale implantului, toate concepute pentru a imbunatati procesul de osseointegrare. Aceste
modificari includ ajustari in timpul incarcarii, variatii ale caracteristicilor de suprafata, modificari ale
formei implantului si adaugarea factorilor de crestere sau a altor stimuli biologici destinati "activarii"
suprafetei implantului . Cu toate acestea, masura In care majoritatea acestor modificari imbunatateste
osseointegrarea implantului nu este cunoscuta.

In consecinti, este oarecum o surpriza ci marea majoritatea studiilor experimentale privind
osseointegrarea orald a implantului se realizeaza in oase lungi, mai degraba decat pe maxilar sau
mandibula. Cele mai frecvent citate motive pentru efectuarea analizelor implanturilor orale Tn oase
lungi sunt dimensiunea lor relativa si accesibilitatea usoara (Popelut et al., 2010; Yan et al., 2011;
Sennerby etal., 1993).

Oasele lungi contin, de asemenea, 0 cavitate mare foarte pro-osteogena, care faciliteaza
formarea rapida a osului n jurul unui implant (de Barros et al., 2010; Leucht et al., 2007). Mai mult,
studiile efectuate pe soareci demonstreaza ca spatiul maduvei este in primul rand responsabil pentru
generarea acestui nou os de periimplant (Popelut et al., 2010; Leucht et al., 2007; Colnot et al., 2007).

Folosirea cainilor pentru osteointegrarea implantului oral prezinta un avantaj semnificativ
deoarece implanturile de dimensiuni umane pot fi testate direct pe caine. Cu toate acestea, exista o
serie de limitari grave, inclusiv costul asociat unui studiu amplu cu canini si lipsa completa de
informatii genetice, moleculare si celulare pentru analize.

Experimentele in vivo au demonstrat ca un complex de ruteniu (II) [Ru (dmp) 2 (ipad)] (C104)
2 a inhibat dependenta de doza a unei linii celulare de carcinom de ficat uman (BEL-7402) care a fost
xenotransplantata la soarecii nuzi. Analizele au aratat ca acest complex a indus apoptoza in celulele
tesutului tumoral dar cu efecte toxice asupra celulelor rinichilor, sdngelui si maduvei osoase la soarecii
tratati. O examinare toxicologicd a indicat faptul ca doze mari de Ru pot provoca leziuni renale si pot
duce la cresteri ale creatininei serice. In plus, Ru parea a fi genotoxic si toxic hematologic intr-0
manierd dependentd de doza. Rezultatele obtinute au furnizat informatii de bazad referitoare la
proiectarea ulterioara a medicamentelor antitumorale de ruthenium (IT) (Wang et al., 2018).

Potentialul anticancer al complexelor de ruteniu a fost investigat pe scara larga, insa studiile de
evaluare a sigurantei sunt inci putine. In ciuda agentilor antineoplazici pe bazi de ruthenium, se stie
ca provoaca mai putine efecte secundare comparativ cu alte medicamente pe baza de metale, acesti
compusi nu sunt complet lipsiti de toxicitate, cauzand in principal nefrotoxicitate. Pe baza rezultatelor
promitatoare ale activitatii antitumorale a complexelor [Ru (L-Met) (bipy) (dppb)] PF6 (RuMet) si [Ru
(Lpp)] PF6 (RuTrp) prima data am investigat profilul de toxicitate al acestor complexe la rozatoare si
pestii zebra.

Toxicitatea orald acuta a fost evaluata la soareci elvetieni. Potentialul mutagen si genotoxic a
fost determinat printr-o combinatie de protocoale Micronucleus (MN) si Comet, dupa expunerea
soarecilor elvetieni la RuMet si RuTrp in doze terapeutice. Au fost expuse la aceste complexe
embrionii din zebrafish, iar dezvoltarea acestora a fost observata pana la 96 ore dupa fertilizare.
Complexele RuMet si RuTrp au prezentat o toxicitate acutd orald redusa.

Nu au fost inregistrate modificari comportamentale, nici modificari morfologice macroscopice
sau modificari structural, in ficat si rinichi. Aceste complexe nu au provocat toxicitate genetica,
prezentand o lipsa de formare a micronucleilor si o inductie redusd a deteriorarii ADN in celulele de
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la soareci elvetieni. In contradictie, tratamentul cu cisplatini a prezentat o mutagenitate si o
genotoxicitate ridicatd. RuMet si RuTrp au prezentat o toxicitate scazuta in dezvoltarea embrionului
de zebrd. Complexele RuMet si RuTrp au demonstrat o toxicitate scdzuta in cele doud modele de
studiu, o proprietate interesanta in studiile preclinice pentru medicamentele anticanceroase noi (Mello-
Andrade et al., 2018).

Recent, s-a constatat ca o serie de complexe de ruteniu tiazolo- arend cu o intensitate citotoxica
in vitro, atat pe celulele cancerigene ovariene care sunt sensibile la cisplatina, cat si pe cea a cisplatinei.

Complexul de ruteniu a fost administrat pe sobolani femele Cr1: W1 pe cale orala, prin intubare
gastricd si injectare intraperitoneald. Parametrii hematologici si modificarile histopatologice ale
ficatului, rinichilor, splinei si creierului au fost investigate dupd un tratament de 14 zile. Substanta a
fost bine tolerata pe cale orala, cu o valoare LD50 de peste 2000 mg / kg greutate corporala.

Simptomele au fost observate numai in prima zi dupad administrarea intraperitoneald a celei mai
mari doze, cu o valoare LD50 intre 300 si 2000 mg / kg corp. Profilul hematologic nu a fost modificat
la niciuna dintre dozele testate, dupa administrarea acutd orald si intraperitoneald. Modificarile
structurale (limfocitolizd moderata) au fost identificate numai in splina la cea mai mare doza testata.
In concluzie, complexul de tiazolo aren de ruteniu a fost foarte bine tolerat oral si a avut o toxicitate
acuta scazuta dupa administrarea intraperitoneala la sobolani Crl: WI (Grozav et al., 2016).

Reactia tisulard va fi urmaritd prin examene histopatologice utilizand coloratii uzuale la
intervale de 24h si 7, 14 si 30 zile de la implantare. Gradul de resorbtie al materialului se va aprecia
prin morfometrie.

Rezultatele testarii ”in situ” se vor obtine prin coroborarea datelor obtinute la examenul
imagistic (radiologic, computer-tomografie, microCT) cu datele examenului histopatologic din
regiunile implantate cu material.

Examenul radiologic poate fi sub forma radiografiei sau radioscopiei. Radiografia presupune
obtinerea unei imagini pe film clasic, sau la momentul actual, pe suport digital — imagine electronica.

Etape ale examenului radiologic

- Examen clinic pentru identificarea zonei de radiografiat

- Pozitionarea pacientului si stabilirea parametrilor radiologici

- Expunerea radiologica propriu-zisa
Developarea sau obtinerea imaginii digitale

- Prelucrarea imaginii, interpretarea, arhivarea, utilizarea datelor intr-un context clinic
sau de cercetare

Pozitionarea pacientului veterinar pe masa radiologica

Mentinerea animalului intr-o anumita pozitie pe masa de radiografie, este importanta pentru
protejarea sanatatii personalului medical si chiar a animalului, precum si pentru calitatea imaginii; de
multe ori se recomanda folosirea anesteziei. Pentru pozitii ceva mai speciale se poate apela la diferite
dispozitive de fixare a animalului.

Pregatirea aparatului Roentgen pentru expunere

In cadrul tehnicii de radiografiere a animalelor mici, distanta focar optic - film variaza intre 70-
90 cm, pentru majoritatea situatiilor; acest parametru se poate reduce si la 60 de cm, atunci cand este
vorba de radiografie la animale de talie foarte mica (rozatoare de companie, perusi etc).

In functie de talia pacientului si de regiunea care va fi radiografiata, se ajusteaza parametrii de
baza a oricarei instalatii radiologice: tensiunea prin kilovoltaj si intensitatea prin miliamperaj; in
medicina, expunerea radiologica este exprimata si prin raportul miliamperaj/secunde (mAs). Se aleg
incidentele necesare, se pozitioneaza pacientul, se stabilesc parametrii radiologici din pupitrul de
comanda si se realizeaza expunerea.

Expunerea radiologica medicala presupune prezenta doar a pacientului in sala de radiologie
(sau si a unei persoane ajutatoare ce poarta echipament de protectie). Parametrii radiologici pot avea
valori mai mari sau mai mici, decizia apartinand radiologului. In general, pentru tesuturile moi si
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continut ridicat de gaze se folosesc parametri cu valori ridicate (stomac, pulmoni), iar pentru tesuturile
dure (oase) se folosesc parametri cu valori mai reduse.

Pentru examinarea radiologica a pacientului care a fost supus unui implant
subcutanat/intradermic, acesta este pozitionat In decubit lateral drept sau stdng ori dorso-
ventral/sterno-abdominal; Tn cazul decubitului dorso-ventral/sterno-abdominal, se poate urmari
localizarea implantului (in ziua implantarii) si daca pozitia acestuia s-a modificat (la un anumit interval
de timp).

Radiologic, tesutul implicat in urma implantarii unui metal poate sau nu suferi modificari.

Perifocal implantului pot aparea arii de radiotransparenta specifica gazului acumulat in caz de
infectie sau proces necrotic, radioopacitate crescuta in caz de formare a granulomului de corp strdin,
edem, chistizare sau calcifiere; in ultimul caz radioopacitatea este de tip minerala si se poate confunda
cu opacitatea materialului implantat. Diferentierea se face prin cunoasterea dimesniunilor si formei
materialului care a fost implantat.

Prin utilizarea tehnicii digitale se pot realiza si masuratori exacte ale implantului si ale reactiei
date de acesta.

Ecografia tesuturilor moi

La momentul actual, in ecografie, se pot obtine imagini ultrasonografice, folosind sonde
speciale; tehnica se numeste ecografie a tesuturilor moi.

Pentru examenul ecografic al tesutului cutanat, pacientul poate fi pozitionat in decubit lateral,
pe partea dreapta sau stanga, patrupodal sau sterno-abdominal, in functie de aria de interes. Din punct
de vedere ecografic, tesutul cutanat are aspect anecogen. in caz de implant cu un anumit tip de metal
se pot forma granuloame de corp strdin, edeme, se poate acumula gaz (in caz de infectie sau proces
necrotic), pot aparea calcifieri sau chisti.

Granulomul de corp strdin se identifica ecografic cu hipoecogenitate tisulara cu centru
hipoecogen.

Acumularea gazului in caz de infectie sau proces necrotic oferd aspect septat al tesutului
cutanat, cu pereti subtiri si continut fluid (izoecogen).

Edemul are zone anecogene sau hipoecogene, iar metalul implantat are aspect hiperecogen.

Pentru a putea evalua din punct de vedere histopatologic reactia tisulara la toate animalele din
lot care au fost supuse experimentarii chirurgicale, acestea vor fi eutanasiate treptat dupa un protocol
bine stabilit, astfel ca de la inceput si pana la final sa putem evalua gradul de biocompatibilitate, dar si
de resorbtie al material implantat.

Se va urmadri eventuala reactie inflamatorie, gradul de resorbtie al materialului, evaluare
cantitativa si calitativa.

S-a efectuat testarea materialelor pe o perioada de 2-3 luni pentru a observa gradul de resorbtie
al biomaterialului, pentru diverse clase de aliaje reprezentative din sistemele Ru, cu concentratia "n"
optima de Ru si stabilirea unor noi de clase de aliaje ternare cu utilizare in stomatologie si efectele lui
terapeutice.
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Proiect 4. ALIAJE BIOCOMPATIBILE CU ENTROPIE RIDICATA PENTRU
APLICATII MEDICALE, acronim HEAMED Responsabil Conf.dr.GetaPavel
TESTELE IN VITRO

Hemocompatibilitatea in vitro a noilor aliaje cu entropie ridicata
(FeMoTaTiZr, MoNbTaTiZr)

Hemocompatibilitatea ca parte a fenomenului de biocompatibilitate, este un test de
evaluare initiald pentru a evidentia efectele biologice ale implanturilor care vin in contact cu sangele
circulant sau non-circulant. In general, materialele concepute pentru implanturi, ca si corpurile straine
de organismul uman sau animal cunoscute ca non-self, sunt incompatibile cu séngele, determinand in
vivo trei principale alterari care implica celulele sanguine:

- Hemoliza (distrugerea globulelor rosii);

- Efectul trombogenic (activarea plachetelor sanguine si a factorilor plasmatici ai
coagularii);

- Inflamatia (acumularea focala a globulelor albe mononucleare si polimorfonucleare
implicate in procesul de aparare fata de non-self).

O importanta deosebitd in testarea biomaterialelor o are rezistenta lor la coroziune in
medii biologice, fiind necesard minimizarea cantitatii de ioni metalici eliberati in organism.

In prezentul studiu, s-a testat hemocompatibilitatea in vitro a doua aliaje cu entropie
ridicata: FeMoTaTiZr, MoNbTaTiZr prin determinarea hemolizei si a coagulabilitatii sangelui
proaspat recoltat de la animale sanatoase.

2. Protocolul experimental

2.1. Pregatirea biomaterialelor

Materialele cu entropie ridicata preparate in cadrul Universitatii Tehnice Bucuresti au
urmatoarea compozitie chimica, conform analizelor EDS:

Proba S1: FeMoTaTiZr - (Fe = 15,46%; M0=20,45%; Ta=32,45%; Ti = 12,67%; Zr=18,97%)
(%omasice);

Proba S2: MoNbTaTiZr - (M0o=17,32%; Nb=13,07%; Ta=38,95%; Ti = 13,21%; Zr=17,45%)
(%emasice).

Din lingourile pregatite s-au taiat bucati mici de material, obtinandu-se piese cu margini
neregulate si porozitate accentuata din proba S1 si piese cu margini drepte si porozitate mai redusa
din proba S2. O parte dintre piese, cu diam de 0,50-1,00 cm diametru si grosime de 1-2 mm au fost
polisate pentru a reduce efectul de suprafata rugoasa (fig.1).

Piesele astfel obtinute, au fost spalate cu apa bidistilata de 5 ori, apoi degresate cu
acetond 30 minute si sterilizate prin fierbere timp de 1 ora.

2.2. Pregatirea probelor de sange

Probele de sénge s-au recoltat de la caini sanatosi prezentati pentru controale de rutina
in cadrul clinicii de Boli Interne a USAMV lasi si de la caii aflati in ingrijire temporara in cadrul
clinicii de Chirugie a USAMYV lasi.

De la animalele sanatoase din punct de vedere clinic s-au recoltat probe de sange pe EDTA si
citrat de sodiu 3,8 %, conform tehnicii vacutainer.

2.3. Testele de hemocompatibilitate

Conform standardului 1ISO 10993-4 (2006), testele in vitro selectate pentru a evidentia
efectele biomaterialelor asupra celulelor si plasmei sanguine sunt: testele de hemoliza, testele de
formare a trombusului, testele de coagulabilitate sanguina si testele imunologice. In prezentul studiu,
s-au urmadrit efectele celor doud biomateriale S1 si S2 puse in contact cu 10 probe de sange de céine
recoltat pe EDTA si 10 probe de sange de cal recoltat pe citrat de sodiu, determinandu-se parametrii
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hematologici eritrocitari, leucocitari si trombocitari din sangele total, ca si parametrii de coagulabilitate
din plasma sanguina. Efectele urmarite au fost:

- hemoliza, evidentiata prin modificarea parametrilor eritrocitari (RBC —red blood cells, HGB-
hemoglobina, HTC — hematocritul, VEM — volumul globular mediu al eritrocitelor CHEM —
concentratia in hemoglobina eritrocitara medie);

- agregabilitatea eritrocitara, leucocitara si trombocitara, evidentiate direct pe frotiuri
de sange si indirect prin efectele citopenice globale (modificarea numarului leucocitelor sau WBC -
wite blood cells si a numarului plachetelor sanguine - PLT);

- coagulabilitatea sanguina, evidentiata prin determinarea TP — timp de protrombina,
TTPA — timpul de tromboplastind partiala activata si dozarea fibrinogenului (FBN.

Parametrii hematologici s-au determinat in cadrul Laboratorului Clinic al USAMYV Iasi,
cu ajutorul analizatorului automat Abaxis Vet Scan HN5. Indicatorii de coagulabilitate s-au determinat
n cadrul laboratoarelor Bioclinica lasi.

2.3.1. Testarea hemolizei si agregabilitatii celulare

Activitatea hemolitica si agregabilitatea celulard generate de aliajele testate s-au
determinat prin contactul direct al acestora cu sangele. Probele de sange, recoltat pe EDTA, s-au
impartit in 3 tuburi test: T1 martor, T2 sange in care s-a imersat biomaterialul nepolisat si T3 sange
n care s-a imersat materialul polisat. Tuburile test s-au incubat timp de 3 ore la 37°C, apoi piesele
metalice s-au extras, iar sangele s-a utilizat pentru investigatii hematologice. Determinarile cantitative
privind parametrii eritrocitari, leucocitari si trombocitari s-au determinat cu ajutorul analizatorului
automat, iar modificarile morfologice celulare s-au observat prin examinarea microscopica a frotiurilor
sanguine preparate din fiecare tub test si colorate printr-o metoda specificd de colorare a sangelui —
metoda rapida Diff-Quick.

2.3.2. Testarea coagulabilitatii sanguine

Testarea coagulabilitatii sangelui se bazeaza pe activarea in vitro a sistemului de
coagulare al plasmei sanguine, fiind posibila evaluarea diferentiatd a celor 2 cai de initiere a cascadei
de coagulare, precum si a caii finale prin care fibrinogenul plasmatic (factorul I al coagularii) se
transforma 1n fibrina insolubila.

Astfel, timpul de protrombina (TP), denumit si timpul Quick (TQ) dupa numele celui
care l-a descris prima datd, este timpul necesar coagularii plasmei la adaosul unui factor extrinsec
(factorul III sau tromboplastina tisulard). TP verifica asadar coagulabilitatea sangelui pe cale
extrinsecd, cu alte cuvinte, verificd dacd in plasma exista principalul factor al caii extrinseci (factorul
VII) si factorii proteici ai caii comune finale (I, II, V si X).

Timpul de tromboplastind partiald activata (TTPA) este testul ce masoara activitatea
cail intrinseci a coaguldrii (in care sunt implicati mai multi factori ce se activeaza la contactul cu buzele
rugoase ale plagii vaculare: prekalicreina, HMWK- high molecular weight kininogen, factorii XII, XI,
[X s1 VIII, ultimul fiind factorul antihemofilic A), recum si activitatea factorilor ce apartin cdii comune
a coagularii (I, IL, V si X)

Cheia cascadei de reactii a coagularii sangelui este transformarea factorului II —
protrombina, in trombind activa, aceasta avand nu doar rolul de a transforma fibrinogenul in fibrina,
ci si de activator al plachetelor sanguine, de ligand al glicoproteinelor de suprafatd din membrana
plachetara, generand punti de fibrinogen intre plachete si endoteliul vascular lezionat sau biomaterial.

In acest studiu, sangele recoltat pe citrat de sodiu, ca si in cazul anterior s-a separat in
trei tuburi test — T1 martor, T2 s&nge cu biomaterial nepolisat si T3 cu biomaterial polisat. Tuburile
test s-au incubat timp de 30 min la 37°C, apoi s-a efectuat determinarea parametrilor de coagulare:
TP, TTPA si dozarea fibrinogenului.

3. Rezultate si discutii

3.1. Rezultatele testelor de hemoliza si agregabilitate celulara

43



Hemoliza reprezinta un fenomen de distrugere a hematiilor (RBC — red blood cells), ca
urmare a actiunii unor agenti fizici (variatii termice, agenti mecanici) agenti chimici (modificarea
presiunii osmotice a plasmei sanguine, plumb, molibden) sau biologici (microorganisme de tipul
micoplasmelor hemotrope, toxinelor bacteriene sau parazitilor endoglobari).

Hemoliza determina o reducere a numarului de hematii si a hematocritului, precum si
eliberarea hemoglobinei in plasma sanguina si cresterea concentratiei in hemoglobina eritrocitara
medie (CHEM).

Rezultatele obtinute evidentiazd o reducere nesemnificativa a numarului de eritrocite
atét la sangele de caine (o reducere a RBC cu 0,12-0,22 x10%pl), cat si la cel de cal (o reducere a RBC
cu 0,22-0,64 x10%/pl), sub influenta ambelor aliaje testate.

Aliajul S1 cu continut in Fe si Mo, determind scaderea corelatd a hematocritului,
deoarece eritrocitele rdiman nemodificate ca volum (in cazul materialului cu suprafatd rugoasd). Nu
acelasi lucru se Intdmpla cu HGB care ramane nemodificatd raportatd la volum total de sange, dar
inregistreaza o crestere raportata la masa eritrocitard (CHEM mai ridicat in tubul test T2 cu 0,8 g/dl
masa eritrocitara in sange de caine, iar in sange de cal, cu 1,38 g/dl masa eritrocitard). Aceste diferente
releva prezenta fenomenului de hemoliza in vitro sub actiunea aliajului S1 cu suprafata rugoasa. Desi
efectul hemolitic s-a evidentiat si sub actiunea aceluiasi aliaj S1 nepolisat (tub test T3), indicele de
hemoliza este mai redus (CHEM crescut cu 0,50 g/dl masa eritrocitara in sange de caine, iar in sange
de cal, cu 1,05 g/dl masa eritrocitara). In plus, modificarea VEM-ului in T3 releva o modificare de
permeabilitate a membranei eritrocitare sau a presiunii osmotice a plasmei sanguine, factori implicati
in intrarea sau iesirea apei din celule.

Tabel 4

Modificarea parametrilor eritrocitari prin testarea in vitro a biomaterialului S2

(MoNbTaTiZr) imersat in séange total de cal (T1 — tub test martor; T2 — tub test cu material
nepolisat; T3 — tub test cu material polisat)

Parametri Limite de Biomaterial S2 — MoNbTaTiZr
eritrocitari referinta cal* T1 T2 (T2- T3 (T3-
T1) T1)
RBC 6,8-12,9 6,82 6,42 (- 6,60 (-
(x10%/ul) 0,40) 0,22)
HCT (%) 32-53 32,30 30,73 (- 31,63 (-
1,47) 0,67)
HGB 11-19 11,2 10,7 (- 11,0 (-
(g/dl) 0,5) 0,1)
VEM (fl) 37-59 47,4 47,9 47,9
(+0,5) (+0,5)
CHEM 31-39 34,67 34,81 34,77
(g/dl) (+0,14) (+0,1)

* analizator hematologic automat VetScan HN5

RBC — red blood cells (numar de eritrocite); HCT — hematocrit (procent masa eritrocitara din
total sange); HGB — cantitatea de hemoglobina din sdange total; VEM — volumul eritrocitar mediu;
CHEM — concentratia in hemoglobina eritrocitara medie

Aliajul S2 cu continut in Mo si Nb, determind scaderea corelatd a eritrocitelor,
hematocritului si hemoglobinei sangelui total, fard a determina modificari ale VEM-ului si CHEM-
ului. Aceste modificari in vitro se pot explica numai prin cresterea agregabilitatii celulare si excluderea
de la numarare celulard a elementelor agregate. Aceste aspecte sunt bine evidentiate in frotiurile de
sange efectuate din tuburile test (fig.2).
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Fig.2. Agregabilitate eritrocitard in vitro. Sange cal. (DQ, x 400). A. Tub test T1 — martor;
B. Tub test T2 aliaj S1 (FeMoTaTiZr).

Este cunoscut faptul ca CHEM-ul este indicator al hemolizei intravasculare in vivo sau
al hemolizei probei de sange in vitro. In prezentul studiu, diferenta dintre CHEM-ul in tubul test cu
aliajul de testat (T2 sau T3) si tubul test martor (T1), ar putea fi propusa ca indice hemolitic. Conform
ASTM F 756-00 (2000), materialele se pot clasifica in 3 categorii: hemolitice cu indice hemolitic peste
5, usor hemolitice, cu indice hemolitic intre 2 si 5, si non-hemolitice cu indice hemolitic sub 2. Studiul
de fata a relevat valori ale indicelui hemolitic sub 2, cu diferente nesemnificative intre cele doua
materiale testate in vitro pe sange animal.

Agregabilitatea celulard se evidentiazd nu doar in cazul eritrocitelor, ci si In cazul
celulelor sanguine albe, dar mai ales in cazul plachetelor sanguine, care prin aderarea si agregare la
peretele vascular lezionat contribuie permanent la reparatia microleziunilor vasculare.

In tabelele 5, 6, 7 si 8 se evidentiazd modificarile privind numarul plachetelor sanguine
(PLT), a celulelor albe totale (WBC — white blood cells), precum si procentul de leucocite diferentiate
(polimorfonucleare, monocite si limfocite) determinate de contactul direct cu sangele total de caine si
cal al aliajelor studiate.

Analizand rezultatele obtinute, se constata ca plachetele sanguine se reduc semnificativ
atat in cazul biomaterialului S1, cat si a biomaterialului S2, efectul de aderare si agregare la suprafata
rugoasa a acestora fiind mai bine relevat la sangele de cal, plachetele disparand complet din sangele
analizat. De asemenea, efectul proagregant plachetar este mai evident la biomaterialul S1, ce are in
compozitie Fe si Mo. Aceste aspecte s-au evidentiat si in frotiurile de sange (fig.3).
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Fig.3. Agregabilitate plachetara in vitro. Sange cal. (DQ, x 1000). A. Tub test T1 — martor
— rare agregate plachetare mici; B. Tub test T2 aliaj S1 (FeMoTaTiZr). Numeroase agregate
plachetare mari.

Tabel 5
Modificarea numarului plachetelor si leucocitelor prin testarea in vitro a biomaterialului S1
(FeMoTaTiZr) imersat in sange total de céine (T1 — tub test martor; T2 — tub test cu material
nepolisat; T3 — tub test cu material polisat)

Parametri Limite de Biomaterial S1 - FeMoTaTiZr
sanguini referintd cdine * T1 T2 T3
PLT 165-500 58 17 29
(x10%/ul)
WBC 6,0-17,0 11,95 11,72 11,30
(x10%/ul)
PMN (%) 62-88 39,8 52,0 38,8
Mo (%) 3-10 3,0 0,4 0,4
Lf (%) 12-30 57,2 47,6 60,7
Rap.PMN/Lf - 0,69 1,09 0,63

* analizator hematologic automat VetScan HN5; The Merck Veterinary Manual, Eight Ed.
PLT — plachete sanguine; WBC — white blood cells (numar de leucocite totale); PMN —
leucocite polimorfdonucleare; Mo — monocite; Lf — limfocite.

Agregatele leucocitare, datorate contactului cu biomaterialele studiate au indus in
séngele examinat modificari diferite. Astfel, la sangele de cdine, s-a evidentiat diminuarea procentului
de mononucleare (Mo si Lf), in cazul materialului rugos S1, ceea ce explica o activare si acumulare
focala a acestor elemente din seria leucocitard, fiind astfel excluse de la numaratoarea automata (tabel
5). Materialul S2 a generat in sangele de caine reducerea polimorfonuclearelor si a monocitelor,
acestea fiind incluse in procesul de agregare si acumulare focala.

Aderenta si agregarea elementelor celulare ale seriei leucocitare, care echivaleaza cu
fenomenul de acumulare focald din procesul inflamator, s-a evidentiat net in cazul ambelor
biomateriale in contact cu sangele de cal (fiind redus numarul de leucocite totale pe seama
polimorfonuclearelor, de la 60,7 % la 47,3 % (S1), respectiv 48,7 % (S2) in cazul materialului rugos
(tub test T2) si doar la 54,2 % (S1 si S2), in cazul materialului polisat (tub test T3) (tabel 7 si 8).
Aspectele de agregare leucocitard (Nf, Eo) sunt evidentiate si in frotiurile sanguine (fig.4).




Fig.2. Agregabilitate leucocitara in vitro. Sange cal. (DQ, x 1000). A. Tub test T1 — martor
— Leucocite neagregate; B. Tub test T2 aliaj S2 (MoNbTaTiZr). Agregate leucocitare (Nf, Eo) si
satelitism plachetar.

Actualmente existd numeroase studii referitoare la activarea, aderarea si agregarea in
vitro celulelor sanguine (mai ales a plachetelor sanguine) sau tisulare (mai ales a macrofagelor) in
prezenta materialelor strdine de organism, cu precadere a celor cu suprafatd rugoasa. Studiul nostru
aduce informatii suplimentare referitoare la reactivitatea diferita a sistemului leucocitar din sangele de
caine si cal, relevat prin modificarea raportul PMN/L{, la contactul sangelui respectiv cu biomaterialele
testate. Astfel, raportul supraunitar, obisnuit intalnit la sangele de caine si cal (1,59-2,47), devine
aproape unitar (0,94-0,98) in cazul probelor cu suprafata rugoasa, dar inregistreaza o usoara reducere
(1,21 - 1,76) in cazul probelor cu suprafatd neteda, in ambele situatii fiind vorba de recrutarea PMN
la contactul cu materialul strain. Doar intr-o singura situatie s-a produs activarea mononuclearelor,
acestea fiind Tn mod atipic excedentare in sangele de céine in care s-a testat biomaterialul S1 rugos,
raportul PMN/LT crescéand de la 0,69 la 1,09.

3.1. Rezultatele testelor de coagulabilitate sanguina

Coaglarea sangelui constituie etapa secundara a hemostazei fiziologice, care se produce
imediat dupd aderarea si agregarea plachetelor sanguine la buzele plagii vasculare, ce constituie prima
etapa de stopare a pierderilor sanguine din vasele lezionate. In general, orice suprafatd rugoasa (plaga
vasculara sau corp strdin) genereaza activarea sistemului de coagulare sanguind pe doua cii: calea
extrinseca si calea intrinseca, ce reprezinta doua mijloace diferite de generare din proteinele plasmatice
inactive (profactori ai coaguldrii) a unor activatori ai protrombinei, cunoscuti sub denumirea generica
de tromboplastind plasmatica. Protrombina (factorul II) se transforma in trombina activa, iar aceasta
transforma fibrinogenul solubil (factorul I) in fibrina insolubild, care macroscopic reprezinta coagulul
plasmatic care inchide definitiv plaga vasculara. Calea extrinsecd a coaguldrii se poate verifica prin
determinarea timpului de protrombnd (TP) care evidentiaza implicarea unui set de factori activati de
un fosfolipid tisular, in timp ce calea intrinsecd se verifica prin timpul de tromboplastind activat
(TTPA) care evidentiaza implicarea unui alt set de factori proteici din plasma ce se activeaza prin
contact cu o suprafata rugoasa. De asemenea, calea comuna finald poate fi verificatd prin dozarea
fibrinogenului plasmatic (FBN), acesta avand rol dublu — in hemostaza si in procesul inflamator, fiind
considerat un marker de faza acuta a inflamatiei.

In prezentul studiu, Tnainte si dupa contactul sangelui de cal cu biomaterialele S1 si S2,
s-au determinat TP, TTPA si FBN.

Din analiza rezultatelor obtinute se evidentiaza o scurtare a TTPA si o reducere a
concentratiei fibrinogenului plasmatic. Aceasta dovedeste efectul procoagulant al biomaterialelor
testate prin activarea cdii intrinseci a procesului de coagulare, ce implica activarea de contact, cu
accelerarea reactiilor In cascada implicate in transformarea fibrinogenului (chiar si usor redus
cantitativ prin adsorbtie la suprafata biomaterialelor) in fibrina.

Concluzii

1. Biomaterialele cu entropie ridicata (S1 — FeMoTaTiZr si S2 — MoNbTaTiZr) testate
in vitro in contact cu sangele animal (caine si cal) prezinta diferente de comportament in privinta
hemocompatibilitatii, in functie de aspectul suprafetei de contact (rugoasa sau netedad) si compozitia
biomaterialului.

2. Testul de hemolizad in vitro efectuat pe cele doud aliaje (S1 si S2) Incadreaza
biomaterialele testate ca non-hemolitice, dar cu un grad de hemoliza mai accentuat in cazul imersarii
atat in sangele de cal, cat si in sdngele de caine a biomaterialului S1 cu suprafata rugoasa. Biomaterialul
S2 determina, in schimb un efect agregant eritrocitar mai accentuat decat biomaterialul S1, aspect
reflectat in modificarea proportionald a tuturor indicilor eritrocitari.

3. Testul de agregabilitate plachetara reflectat in vitro prin diminuarea numarului de
plachete sanguine n urma contactului direct cu sangele animal al biomaterialelor testate indica un efect
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puternic trombogen al acestora, indiferent de compozitia acestora, mai accentuat in cazul materialelor
cu suprafata rugoasa.

4. Testarea efectului de acumulare focald (in jurul materialului strdin) a celulelor cu
functie imunitard si activarea acestora in vitro in prezenta biomaterialelor S1 si S2 a evidentiat
stimularea activarii si acumularii focale a polimorfonuclearelor, proces intensificat de suprafata
rugoasa a ambelor materiale.

5. Testele de coagulare efectuate din plasma sanguind mentinuta in contact cu
biomaterialele studiate, au relevat un efect minim procoagulant prin activarea factorilor de coagulare
ai cail intrinseci, cunoscuti ca factori de contact.

Testarea biocompatibilitatii in vivo a noilor aliaje cu entropie ridicata
(FeMoTaTiZr, MoNbTaTiZr)

Materiale si metode
2.1. Pregatirea implanturilor
Materialele cu entropie ridicatd au fost preparate in cadrul Universitatii Tehnice
Bucuresti avand urmatoarea compozitie chimica:
o Produsul HEA-1: MoNbTaTiZr - (Mo0o=17,32%; Nb=13,07%; Ta=38,95%; Ti
13,21%; Zr=17,45%) (Yomasice).
o Produsul HEA-2: FeMoTaTiZr - (Fe = 15,46%; Mo0=20,45%; Ta=32,45%; Ti =
12,67%; Zr=18,97%) (Yomasice);
Din lingourile pregatite s-au taiat bucati mici de material, cu diam de 0,5-1,00 cm
diametru si grosime de 1-2 mm, care au fost polisate pentru a reduce efectul de suprafatd rugoasa

(fig.1).
Piesele astfel obtinute, au fost spalate cu apa bidistilatda de 5 ori, apoi degresate cu
acetona 30 minute si sterilizate prin fierbere timp de 1 ora.
2.2. Protocolul experimetal

S-a utilizat in experiment un numar de 18 sobolani, masculi, in varstd de 10-15 luni
(169-470 kg), care au fost grupati in 3 loturi, a cate 6 indivizi, dupa cum urmeaza: un lot martor (M),
subimpartit in martor negativ (fara implant) - MN si martor pozitiv (cu implant, o tija cilindrica de
inox standard) - MP; un lot experimental LI la care s-a utilizat materialul HEA 1 — MoNbTaTiZr,
subimpartit in lot L1-A cu implant subcutanat si lot LI- B cu implant 0sos; un lot experimental LI la
care s-a utilizat materialul HEA 2 — FeMoTaTiZr, subimpartit la randul sau in LII- A — implant
subcutanat si LII-B implant osos. Etapele experimentului au fost: TO — ziua implantului; T1 — o
saptamana postimplant; T2 — 1,5 luni postimplant; T3 2 luni postimplant si T4 - 3,5 luni postimplant.
La o saptamana postimplant (momentul T1) s-a efectuat examen radiologic, iar la 2 luni (momentul
T3) si 3,5 luni postimplant (momentul T4) s-au efectuat in plus computer tomograf (CT) si prelevare
experimentului s-a efectuat cantarirea animalelor si recoltarea probelor de sange pentru a evalua
reactiile inflamatorii sistemice.

Toate experimentele de implant la sobolani au fost aprobate de Comitetul de Etica al Facultatii

de Medicind Veterinara din Ilasi.

Implantul intraosos:

Dupa pregatirea implanturilor prin sterilizare in etuva (160 grade Celsius, 50 min)
(Fig.2.1), sobolanii au fost anesteziati cu xilazina 2 mg/kg si ketamina 10 mg/kg. Campul operator a
fost pregatit prin tundere si dezinfectie cu betadina.

S-a realizat o incizie de 1 cm la nivelul crestei tibiale ce a interesat pielea si tesutul
conjuctiv subcutanat, apoi cu un burghiu special s-a forat un orificiu in creasta tibiala in care am
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introdus implantul pe canalul medular. Plaga cutanata a fost suturata cu nylon in fire separate, care au
fost indepartate dupa 10 zile (Fig.2.2, A-F).

Implant subcutanat:

Campul operator a fost pregatit prin tundere si dezinfectie cu betadind. Cu bisturiul s-a
realizat o incizie de 1 cm pe latura stanga a toracelui, in treimea mijlocie. Cu varful unei forfecute s-a
dilacerat tesutul conjuctiv subcutant, iar Tn buzunarul creat s-a introdus implantul. Plaga operatorie s-
a suturat cu nylon in fire separate care au fost indepartate dupa 10 zile

In primele 2 saptdmani postimplant, sobolanii au primit zilnic caprofen 200 mg/kg pentru a
limita durerea.

La momentele T3 (2 luni postimplant) si T4 (3,5 luni postimplant) sobolanii au fost
eutanasiati. La finalizarea experimentului, prevazut ”ca fiind fara recuperarea animalelor” conform
Legii 43/2014, eutanasierea animalelor s-a efectuat cu T 61 in doza de Iml/individ administrat
intrapulmonar. Tn urma eutanasierii s-au recuperat implanturile si s-au prelevat probe de tesut cutanat
si 0s0s, care ulterior au fost procesate pentru examen histologic.

2.4. Examenul imagistic (Rx si CT)

Imaginile radiologice s-au realizat cu aparatul de radiologie model Intermedical basic
4006, an productie 2009. Placile detectoare utilizate au avut dimensiunea de 24x30 cm. Developarea
s-a realizat digital, cu aparatul Examion X-CR Smart. Subiectii au fost examinati prin imagine dorso-
ventrala pentru implanturile subcutanate si decubit lateral, incidentd medio-laterala de membru
posterior pentru implanturile la nivel tibial. Pentru expunere s-au utilizat setarile de 46 kV (kilovolti)
si 1.3 mAs (miliamperi/secunda).

Pentru a evalua microstructura zonelor de implant s-a utilizat un sistem CT de mare
rezolutie (Siemens Somatom, Balance, Germany) — rezolutia 20 p/slice.

2.5. Examenul histologic

Probele de piele si os au fost fixate cu formaldehida 4%, deshidratate in alcool de
concentratii crescande: 70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 24 de ore fiecare, apoi au fost clarificate, incluse
la parafind, sectionate cu microtomul la dimensiunea de Sum, colorate HE, HEA si microfotografiate
cu microscopul Leica.

2.6. Examenul hematologic

Pentru a evidentia reactiile inflamatorii sistemice posibile s-au efectuat frotiuri de sange
de la fiecare animal: picatura de sange prelevata din vena caudala s-a etalat pe lama, frotiul s-a uscat
rapid la aer, apoi s-a colorat prin una din tehnicile Romanowsky (MGG sau DQ) si a fost examinat
microscopic de catre doi examinatori independenti care au cuantificat leucocitele diferentiate. In plus,

s-a recoltat 1 ml sdnge pe EDTA pentru determinarea leucocitelor totale (WBC) si a hematocritului
(Fig.2.4).

Fig.2.4. Recoltarea sangelui din venele caudale la sobolan.
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3. Rezultate obtinute

3.1.Rezultatele examenului imagistic (Rx si CT)

Imaginile examenului radiologic si CT la sobolanii din lotul martor si cele doua loturi
experimentale cu implant din biomateriale HEA se prezinta in figurile 3.1-3.12.

Sobolanii din lotul martor negativ (fara implant) prezinta un aspect normal al densitatii
si mineralizarii osoase si absenta modificarii tesutului subcutanat (fig.3.1. A si B). Implantul standard
cu tija metalica s-a efectuat atat subcutanat, cat si intraosos la sobolanii din lotul martor pozitiv, fara a
observa modificari radiografice si tomografice considerabile in tesuturile moi si periostale, pe toata
durata experimentului (fig.3.2 si 3.3).

HEAMED Lot M n.a 2019.08.09 09:53:.06
Owner:Sobo 3 Tibie, Timp 1

HEAMED Lot M n.a . 2019.08.09 10:09:21
5450 Owner:Sobo 4 SC, Timp 1
overview

qgistica FMV lasi
anu nr. 8; Tel: 0232 407 571

Radiologie si Imagistica FMV lasi
Aleea M. Sadoveanu nr. 8; Tel: 0232 407 571
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Fig.3.2. Martor pozitiv — implant tija metalica standard, 7 zile postimplant. A.
Sobolan M1, cu implant subcutanat. Imagine radiologica de torace si abdomen, vedere dorso-
ventrala — la nivelul peretelui toracic stang, in zona subcutanata se observa implantul cu
radioopacitate de corp metalic, cu dimensiune de 2 X7 mm, cu margini netede, fara prezenta
reactiei tesuturilor moi ce inconjoara implantul. B. Sobolant M3, cu implant osos. Imagine
radiologica de membru drept posterior, vedere medio-laterala — la nivelul trohleei femurale; se
observa implantul cu radioopacitate de corp metalic, cu dimensiune de 2 X3 mm, cu margini
netede, fara reactie intraosoasa, articulara sau periostala.

Sobolanii din lotul experimental LI, cu noul implant HEA-1 ((MoNbTaTiZr),
introdus chirurgical subcutanat si intraosos, au prezentat modificari minime periimplant pe durata celor
3,5 luni de mentinere a implantului. La 1 sdptamana postimplant se remarca, atat in cazul implantului
inserat subcutanat, cat si al celui intraososos, o zona redusd de radiotransparentd, compatibila cu
emfizemul subcutanat sau cu pierderea de substanta osoasa cauzata de interventia chirurgicala (fig.3.4
A si B).
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Fig.3.4. Sobolani LI, 1 saptimana postimplant HEA-1 (MoNbTaTiZr). A. Sobolan LI-
2: imagine radiologica de torace si abdomen, vedere dorso-ventrala — la nivelul peretelui toracic
stang, in zona subcutanata se observa implantul cu radioopacitate de corp metalic, cu dimensiune
de 3 x 6mm, cu margini netede, fara prezenta reactiei tesuturilor moi ce inconjoara implantul. Cranial
implantului se observd o linie de radiotransparentd subcutanatd compatibild cu emfizemul
subcutanat. B. Sobolan LI-4 Imagine radiologica de membru drept posterior, vedere medio-laterala
— la nivelul crestei tibiale se observa implantul cu radioopacitate de corp metalic, cu dimensiune de
2 X 8 mm, cu aspect conic, cu margini netede. Nu prezinta reactie osoasa la marginea implantului.
Se obseva o zona de radiotransparenta la marginea dorso-craniala a crestei tibiale compatibila cu
pierdera substratului 0sos post-implantare.
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Fig.3.5. Sobolan LI1-2, 2 luni postimplant s.c., biomaterial HEA-1 (MoNbTaTiZr). A.
Imagine radiologica de torace si abdomen, vedere dorso-ventrala — la nivelul peretelui toracic stang,
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se observa implantul cu radioopacitate de corp metalic, de 3 x 6mm, cu margini netede, fara prezenta
reactiei tesuturilor moi periimplant. B. Imagine CT dorsala (sus) si transversala (jos): implant
metalic plasat subcutanat laterotoracic stang; nu se constata aspect infiltrativ al tesutului subcutanat
si nici emfizem subcutanat.

Dupa 2 luni de mentinere a implantului s.c. HEA-1, nu se observa reactia tesuturilor
moi periimplant, nu apare infiltratia tesutului conjunctiv subcutanat si nici emfizem subcutanat (fig.
3.5), in schimb apare o calusare a canalului osos de impalntare si aspectul ingrosat al corticalei osoase,
fara demineralizare (fig.3.6).

La 3,5 luni de mentinere a implantului HEA-1 (MoNbTaTiZr), examenul radiologic si
exmenul CT nu releva modificari semnificative in tesutul subcutanat (fig.3.7 A si B), dar evidentiaza
moderata crestere a radiotransparentei (fig.3.8 A) si cresterea grosimii corticalei osoase (fig.3.8 B),
modificari compatibile cu reactivitatea osoasa.
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Fig.3.7. Sobolan LI-3, la 3,5 luni postimplant, biomaterial HEA-1 (MoNbTaTiZr). A.
Imagine radiologica de torace si abdomen, vedere dorso-ventrala — la nivelul peretelui toracic stang,
in zona subcutanatd se observa implantul cu radioopacitate de corp metalic, cu aspect
dreptunghiular, cu dimensiune de 3 x 6 mm, cu margini netede; nu se observa reactie a tesutului
subcutanat n zona implantului. B. Imagine CT in plan dorsal si transversal: implant metalic
subcutanat, inferior de rebordul costal stang; nu se constata modificari semnificative in tesutul
subcutanat.

Sobolanii din lotul experimental LII, cu noul implant HEA-2 (FeMoTaTiZr), au
prezentat cateva modificari pe parcursul celor 3,5 luni de mentinere a implantului.

La o saptamana postimplant, examenul radiologic a evidentiat doar pierdere de substrat
0s0S. Nici dupda 2 luni de la implantarea biomaterialului HEA-2 nu s-au constatat modificari
radiologice si tomografice de reactivitate osoasd, ci doar radiotransparenta (compatibild cu pierderea
de substrat 0sos) la marginea dorso-craniala a crestei tibiale.

In zona implantului subcutanat, tumefactia moderata observatd dupa 2 luni de la
implantare (fig.3.11 A) diminua pana la disparitie dupa 3,5 luni.
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Fig. 3.11. Sobolan I1I-2, la 2 luni postimplant, biomaterial HEA-2 (FeMoTaTiZr). A.
Imagine radiologica de torace si abdomen, vedere dorso-ventrald; la nivelul peretelui toracic stang,
s.c., se observd implantul cu radioopacitate de corp metalic, cu aspect triunghiular, ascutit, cu
dimensiune de 2x5 mm, cu margini netede; se observa moderata tumefactie a tesutului subcutanat
in zona implantului. B. Imagine CT dorsala (sus) si transversala (jos): implant metalic plasat
subcutanat laterotoracic stang; nu se constata aspect infiltrativ al tesutului subcutanat si nici emfizem
subcutanat.

3.2. Rezultatele examenului histologic

La lotul martor negativ, fara implant nu s-au inregistrat modificari la nivelul pielii
si tesutului 0sos.

Pielea este formata din epiderm, derm (fig.1la). Epiteliu pavimentos stratificat
cheratinizat prezinta 2-3 straturi de cellule si un strat cornos care are un diametru variabil . In derm se
evidentiaza un strat format din fibre de collagen, elastic, cellule conjunctive, vase sanguine, filete
nervoase, glande sebacee in vecinatatea foliculilor pilosi.

La martorul pozitiv, M1, cu tija standard subcutanat (sc), pielea prezinta modificari
reprezentate de o densificare conjunctiva peri-implant si o atrofie a epidermului, o crestere a
glicozoaminoglicanilor in derm (fig. 3.14 A). Zona peri-implant este formata din tesut conjunctiv dens
format din fibre de colagen, celule conjunctive, mezenchimale proliferate, glicozoaminoglicani, vase

sanguine. I‘_vjpses celulele specif{i‘c_inflamatiei (fig. 3.14 B).
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Fig. 3.14. M1 — tija standard subcutanat. A. Modificari ale pielii sunt reprezentate de o
densificare conjunctiva peri-implant si o atrofie a epidermului, edem al dermului. B. Zona peri-
implant este formata din tesut conjunctiv dens si celule conjunctive, mezenchimale proliferate,
vase sanguine. Lipsesc celulele specific inflamatiei. Col HEx200 x400.

La martorul M3 — tija standard, implant 0sos, zona periostului este formata dintr-un
tesut conjunctiv dens, format din fibre conjunctive si in zona interioara se disting celule stem
mezenchimale care se continua si in spatiul intrertrabecular redus (fig 3.15A). Tesutul osos nou format
in proportie redusa se continua cu osteoane. Zona peri-implant este reprezentata de o capsula densa,
conjunctiva care se continud cu os trabecular.

Tesutul osos provenit de la lotul martor, fara implant, are aspect normal. Zona
periostului, densd se continua cu un strat subtire de celule stem mezenchimle, osteoane mici (fig
3.16A). Endostul este format din lamele osoase intre care apar linii de mineralizare, caracteristice
remodelarii osoase (fig. 3.16B).

La sobolanii din lotul | cu implant HEA-1 sc hemitorace stang, pielea din zona
implantului prezintd modificari nesemnificative. Epiderma are un numar variabil de 2-5 straturi
celulare; in derm se evidentiaza foliculi pilosi nemodificati, cu glande sebacee adiacente (fig. 3.17A).
In zona periimplant remarcam o teaca subtire formatd din aglomerari de fibre de colagen,
glicozoaminoglicani, celule conjunctive, fara celule de tip inflamator (fig. 3.17B).

La LI-3, pielea prezintd un edem redus al dermului, o proliferare a tecilor foliculilor pilosi din
vecinatatea implantului (fig. 3.18A). Zona peri-implant este reprezentatd de o teacd densa formata din
fascicule de fibre de colagen (fig. 3.18B). In vecinatatea acesteia se observa o proliferare a celulelor
mezechimale care se diferentiaza in celule secretoare de glicozoaminoglicani. In aceasta zona se pot
observa si un numdr mare de capilare sanguine (fig 3.18C). Nu sunt prezente celule specifice
procesului inflamator.

/(‘ ;' 3 \"'\‘

Fig. 3.18. LI-3 implant sc hemitorace stang. A. Pielea in zona implantului prezinta un edem
redus al dermului, o proliferare a tecilor foliculilor pilosi din vecinatatea implantului. B. Zona peri-
implant este reprezentata de o teacd densa de colagen. In vecinatatea acesteia se observa o proliferare
a celulelor mezechimale care se diferentiaza in celule secretoare ale matricii extracelulare si un
numar mare de capilare sanguine. Col HE x100 (A); x400 (B,C).

bvee

La sobolanii din lotul I cu implant HEA-1 in creasta tibiala a membrului posterior drept,
zona periostului este foarte vascularizata; se pot observa capilare, un numar mare de celule
mezenchimale diferentiate Tn osteoblaste implicate in formarea tesutului osos nou, trabecular, prin
osificare desmala (fig.3.19A). In zona peri-implant remarcam tesut cartilaginos redus care se continua
cu osul nou format in procesul de osificare endocondrala (fig. 3.19B). De asemenea sunt caracteristice
si zonele de remodelare cu linii de mineralizare (fig. 3.20A). In zona peri-implant apar zone de 0s nou
format de tip trabecular aflat in proces de remodelare (fig 3.20B).
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Fig. 3.19. L1-1 implant creasta tibiala dr. A. Zona.periostului este foarte vascularizata,
cu un numdr mare de celule mezenchimale diferentiate Tn osteoblaste implicate in formarea
tesutului osos nou, trabecular. B. In zona peri-implant se observa procesul de osificare

endocondrala. Col. HE x400

Fig. 3.20. L1-4 implant creasta tibiald dr. A. In zona periostului apare un numar mic de
celule mezenchimale. Periostul se continua cu osteane mici, nou formate, zone de remodelare
si linii de mineralizare caracteristice. B. In zona peri-implant apar zone de os nou format de tip
trabecular aflat in proces de remodelare. Col HE x400.

La sobolanii din lotul 11 cu implant HEA-2 sc in hemitorace stang, pielea prezinta
modificari atat la nivelul epidermului, dermului cat si zonei peri-implant sau chiar la distanta.
Epiderma prezinta 1-2 randuri de celule, la nivelul dermului remarcam glicozoaminoglicani (3.21A).
In zona peri-implant se evidentiaza o teaca groasa conjunctiva formata din fibre de colagen, celule
conjunctive si glicozoaminoglicani (fig. 3.21B). Nu apar celule implicate in procese inflamatorii. De
asemenea, apar si zone de atrofie a epidermului, cu acumulare concomitentd de glicozaminoglicani
(fig.3.22A), ca si fibre de colagen si celule conjunctive (fig,3.22B).

In unele cazuri se formeaza in jurul implantului o adevarata capsula fibroasa (fig.3.23 A), sunt
prezente celule conjunctive atat periimplant cat si la distantd, implicate in sinteza de
glicozaminoglicani (fig.3.23B). In plus, s-a observat depunerea materialului bazofil, indicand formarea

de particule minerale si osteoid caracteristic (fig. 3.23C
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Fig 23. Sobolan LII-4, implant sc cu HEA-2: A. Capsula fibroasa in jurul implantului. B.
Zona peri-implant dar si la distanta formata din aglomerari de cellule conjunctive implicate in sinteza
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glicozoaminoglicanilor. C. Depunere de material bazofil, care indica formarea de particule minerale
si tesut osteoid. Col HE x100 (A); x400(B); x200 (C).

La sobolanii din lotul Il cu implant Hea-2 in creasta tibiala a membrului posterior
drept, in zona din vecindtatea implantului s-au evidentiat aglomerari de osteoblaste diferentiate din
celulele mezenchimale situate in spatiul intertrabecular. Aceste celule sunt implicate in procesul de
osteogeneza (fig. 24A). In zona peri-implant se observa osificare pe model m)embragos (fig 24}I‘3).
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Fig. 24. LI1I-3 implant implant HEA-2, creasta tibiala dr. A. Osul din vecinatatea
implantului prezinta aglomerari de osteoblaste diferentiate din celulele mezenchimale situate in
spatiul intertrabecular. B. In zona peri-implant se desfasoara procesul de osificare pe model
membranos. Col HE x400.
Cu toate acestea, Tn acest studiu, nu s-a observat formarea osului ectopic. Astfel, in lucrarea de
fata, osul autogen nu poate fi luat in considerare ca un osteoinductor.

3.3. Rezultatul examenului hematologic

Rezultatele indicatorilor hematologici determinati pentru a surprinde starea de hidratare
a animalelor pe parcursul experimentului, precum si statusul imun si reactivitatea inflamatorie in
prezenta implanturilor subcutanate si intraoasoase cu noile materiale HEA (high entropy alloys) testate
sunt raportate atat la valorile medii ale martorilor negativi si pozitivi, cat si la valorile de referinta
pentru sobolani adulti cu varsta cuprinsa intre 12 — 15 luni (tabel 3.1 si 3.2).

Hematocritul (%), indicator al hidratarii organismului si un test screening pentru
diagnosticul anemiei, a inregistrat la animalele testate valori medii usor mai mici decét cele de
referintd. Martorul negativ a evidentiat pe parcursul experimentului mici variatii nesemnificative, o
crestere mai evidentd, datorata deshidratarii, fiind observata in prima sdptdmana, cand animalelele s-
au adaptat noilor conditii de cazare, hranire si adapare. Martorul pozitiv a relevat doar in prima
saptamana postimplant o diminuare a valorii medii a hematocritului cauzata de o pierdere a globulelor
rosii ca urmare a interventiei chirurgicale de implantare.

Animalele din loturile experimentale pentru testarea noilor materiale HEA au avut
modificari comparabile cu ale lotului martor pozitiv (cu implant metalic standard). In plus, diminuarea
hematocritului a continuat pe toatd durata mentinerii implantului, fara revenire completa la valoarea
din momentul TO (preimplant) (fig.3.25). Se remarca o scadere graduald a valorilor hematocritului
pentru indivizii lotului L1 (implant HEA-1), cu tendinta spre anemie. Actiunea citopenica
asupra celulelor din seria eritrocitara este mai accentuat in cazul biomaterialului HEA- 1
(MoNbTaTiZr), dar ramane in discutie si necesitd aprofundarea investigatiilor la nivelul maduvei
0soase hematogene.
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Fig.3.25. Dinamica modificarii hematocritului (%) la loturile de sobolani cu implant
HEA- 1 (LI) si HEA-2 (LII), comparativ cu lotul Martor pozitiv (implant standard) — MP. TO
— preimplant; T1 — 1 saptamana postimplant; T2 — 1,5 luni postimplant; T4 3,5 luni
postimplant

Seria leucocitara a vizat determinarea numarului total de leucocite circulante (WBC —
whitw blood cells) si aprecierea formulei leucocitare cu identificarea variatiilor raportului Nf/L. (tabel
3.2).

Raportul Nf/Lf constiruie un indicator important in decelarea proceselor inflamatorii.
La sobolanii din lotul martor s-au observat variatii ale raportului Nf/Lf in sens invers la martorul
pozitiv fata de cel negativ in momentul T1, dar in ansamblu, valorile s-au mentinut relativ constante,
Tn urmatoarele etape ale experimentului. Sobolanii din loturile LI si LII au manifestat o scadere
graduala a raportului Nf/Lf relevand caracterul agresiv al utilizarii implanturilor experimentale, cu
stimularea sistemului celular al imunitatii, diferenta dintre cele doua loturi fiind data de o crestere a
aceluiasi raport la indivizii din lotul L1 spre finalul experimentului fapt ce poate fi asociat cu o tulburare
cronica de tip inflamator sau o agresiune care solicita sistemul imunitar. Raportul Nf/Lf crescut
inregistrat in prima parte a experimentului (lotul martor pozitiv si lotul LI (HEA-1) denota caracterul
inflamator prezent la subiectii luati in studiu asociindu-se totodata si cu o stimulare a axului
hipotalamus-hipofiza-corticosuprarenala intalnita in stari de solicitare a organismului. Ulterior, se
poate aprecia efectul compensantor al activarii mecanismelor adaptative la nivel de organism, cu
tendinta spre reducere a raportului Nf/Lf (fig 3.26).

In ceea ce priveste numarul total de leucocite circulante, se remarca o scadere graduala
pentru indivizii tuturor loturilor investigate, astfel incat valorile inregistrate variaza intre 13 si 4.45 x
10%/ul, explicand astfel solicitarea intensa sau o insuficientd a sistemului imunitar al organismului.
Comparativ cu media valorilor obtinute initial, se remarca o scadere accentuatd a numarului de
leucocite totale pentru indivizii lotului L1 (scadere de 42%), urmat de lotul L2 (38%), respectiv lotul
martor (scadere de 29 procente).

Biomaterialele au capacitatea de a induce osteogeneza, osteoinductie si osteoconductie.
Osteogeneza este procesul de formare a oaselor atunci cand celulele osteoprogenitoare si osteoblastele
sunt prezente. Osteoinductie este definit ca un proces de recrutare a celulelor mezenchimale si
diferentierea lor in celule osteoblaste, rezultand un os in formare. Osteoconductia este procesul de
formare a unei schele pentru cresterea oaselor noi. (Baldini si col 2011, Ilan , Ladd, 2002,
Zimmermann, Moghaddam,2011)

Tesuturile cele mai solicitate pentru implantul unor aliaje sunt pielea si osul. Aceste tesuturi au
cateva caracteristici comune reperezentate de cai de semnalizare si compozitie a matricei extracelulare
(Salbach si col 2012).
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Glicozaminoglicanii in a caror structura intra acidul hialuronic si sulfatul de condroitina, sunt
componentele principale ale matricei extracelulare organice. Acestia moduleaza atragerea si
diferentierea celulelor precursoare regenerarii pielii si oaselor (Salbach si col 2012).

Reactia organismului de acoperire a implantului cu fibrile de colagen si chondroitin sulfat
favorizeaza aderenta si diferentierea osteoblastelor si osteointegrarea (Rammelt si col 2007, Douglas
si col 2008). GAG-urile sunt molecule foarte importante care promoveaza activitatile de osteogeneza.
Matricea extracelulard provizorie care s-a format, evolueaza treptat intr-0 zona extrem de
vascularizata, care va furniza sprijin suplimentar pentru migrarea si diferentierea celulelor. Un raspuns
similar a fost observant si in siturile peri-implant osos la sobolanii din loturile experimentale cu diverse
aliaje si a fost raportat si in literature la soareci (Mouraret si col 2014, Tadde si col 2012) si sobolani
(Lin si col 2011).

S-a costatat atat osificare intramembranoasa cat si endocondrala, fara celule specifice
proceselor inflamatorii, ceea ce sugereaza o compatibilitate a aliajelor cu tesutul 0osos. De asemenea
nu s-au observant procese de necroza sau proliferari patologice ale tesuturilor luate in studiu.

In timp ce inflamatia normala a tesuturilor se finalizeaza cu vindecarea, rdspunsul imun la un
biomaterial, respectiv starea inflamatorie este prelungita datorita activarii continue a celulelor
inflamatorii. Acest proces de vindecare perturbat duce in cele din urma la un raspuns fibrotic si la o
incapsulare a biomaterialelor care deseori afecteaza performanta implantului (Franz si col 2011).
Fibroblastele sunt principala sursa a acid hialuronic dermic (HA) (Averbeck si col 2007, Gebhardt si
col 2010). Tn timpul fazei de proliferare a vindecarii ranilor, sinteza de novo a GAG-urilor este foarte
crescutd (Jokela si col 2008) si persista la niveluri ridicate (mai ales acidul hialuronic) in tesuturile de
granulatie, si se pare ca determina vindecarea fara cicatrici (West si col 1997, Monslow si col.2009).

Tn leziunile cronice procesul de vindecare este de asemenea blocat in faza inflamatorie
prelungitd. Eliberarea persistentd a metaloproteinazelor, elastazei si a speciilor reactive de oxigen
(ROS) afecteaza tesuturile din jur, distruge componentele matricii extracelulare, in timp ce factorii de
crestere si receptorii lor sunt foarte implicati in raspunsul de vindecare (Wiegand si col.2010, Moseley
si col 2004)

GAG-urile, inclusiv CS si HA, sunt cunoscute ca actioneaza ca imunosupresoare. CS reduc
expresia MMP-urilor, IL-1B, TNFa, COX-2 si NOS2 prin blocarea cdii de semnalizare NF-kB, creand
astfel un mediu antiinflamator (Vallieres , du Souich 2010)). Prezenta GAG a fost semnalata la toate
loturile experimentele, cu actiune benefica. Capsulele peri-implant nu au avut dimensiuni mari ceea
ce a contribuit la efectul inductor. Nu s-au evidentiat celule si procese inflamatorii, necroze sau procese
tumorale.

O particularitate a constituit-o lotul 2 (cu implant HEA-2 sc), la care s-a observat
depunerea materialului bazofil, indicind formarea de particule minerale si tesuturi cu osteoid
caracteristic. Cu toate acestea, Tn acest studiu, nu s-a observat formarea osului ectopic. Regiunile cu
un material bazofil, indica formarea unei portiuni minerale si formarea tesuturilor cu caracteristici
similar cu un osteoid, fapt care confirma datele din literatura. (Pripatnanont si col 2009).

Concluzii

1. Noile materialele cu entropie ridicata (HEA — high entropy alloys), reprezentate in
studiul nostru de HEA-1 (MoNbTaTiZr) si HEA-2 (FeMoTaTiZr), preparate de Universitatea Tehnica
Bucuresti, au fost testate in vivo la sobolani Wistar prin implantare subcutanata in regiunea toracica
laterald stanga si intraosoasa in creasta tibiala la nivelul membrului posterior drept (Clinica de Chirugie
a USAMYV Iasi).

2. Examenele imagistice (radiografice si computer tomografice) au evidentiat aspectele
caracteristice de forma, dimensiune, suprafete ale implantului cu aspect radioopac de corp metalic si
prezenta zonelor de radiotransparenta periimplant, la nivelul crestei tibiale in prima saptdmana dupa
implantare, ca urmare a pierderii de substanta osoasa.

3. La doud luni postimplant, radiologic s-a evidentiat calusarea canalului osos de
implantare, iar tomografic ingrosarea corticalei osoase, fard demineralizare, la sobolanii din lotul LI
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(HEA-1), si o moderata tumefactie a tesutului subcutanat periimplant la sobolanii din lotul LII (HEA
II). La 3,5 luni postimplant, cresterea grosimii corticalei osoase observata la lotul LI (HEA-1) este
compatibild cu reactivitatea osoasa.

4. Examenul histologic a relevat la sobolanii din lotul LI cu implant s.c. (HEA-1) o
proliferare redusa a fibrelor de colagen periimplant, precum si a celulelor mezenchimale din vecinatate
care se diferentiaza in celule secretoare de glicozaminoglicani. Implantul s.c. la lotul LIl (HEA-2)
evidentiaza modificari mult mai consistente, atat periimplant, cat si la distanta: o teaca conjunctiva mai
groasa formata din fibre de colagen, celule conjunctive si acumulare de glicozaminoglicani la nivelul
dermului, Tn plus, la unii indivizi s-a observat depunere de material bazofil care indica formarea de
particule minerale si tesut osteoid.

5. Implantul osos in creasta tibiala la lotul LI (HEA-1) a indus modificari histologice
compatibile cu procesul de osificare endocondrald, precum si formare de tesut osos nou, de tip
trabecular. La lotul Il cu implant osos (HEA-2), examenul histologic a relevat prezenta osteoblastelor
diferentiate din celule mezenchimale, cu osificare periimplant pe model membranos.

6. Examenul hematologic a evidentiat pe linia eritrocitara diminuarea hematocritului in
mod progresiv la ambele loturi cu implant HEA, spre deosebire de cresterea hematocritului la lotul
martor negativ si diminuarea acestuia doar la momentul T1 (prima saptamana post-implant) la lotul
martor pozitiv. Aceste modificari explicd un posibil efect citopenic (direct asupra celulelor rosii
sanguine sau prin supresie medulard), mai accentuat la LI fata de LII, prin eliberare lentd a unora dintre
compusii biomaterialelor analizate.

7. Reactivitatea inflamatorie si a sistemului imunitar al sobolanilor a prezentat variatii
semnificative intre loturile luate in studiu, de remarcat fiind diminuarea progresiva a numarului de
leucocite totale circulante la toate loturile, scaderea fata de momentul TO fiind mai accentuata la lotul
LI (cu 42 %), urmata de lotul L2 (cu 38 %) si de martor (cu 29 %). Modificarea raportului Nf/Lf,
indicatorul principal al inflamatiei, a crescut dupa prima saptamana de la implantare la martor, dar s-a
redus semnificativ la ambele loturi cu implant HEA, mai accentuat la lotul LII, apoi a revenit catre
valorile initiale spre sfarsitul perioadei de implantare, ceea ce explica toleranta locald, cu reactivitate
sistemica lenta, adaptativa.
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