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ABSTRACT

Am efectuat 0 analiza statistica a rezultatelor clinice privind utilizarea protezelor de tip
BHR intr-o clinica de ortopedie, pentru a identifica cauzele de esec a acestora. Am prelevat
explante de la pacienti cu artroplastie de refacere a soldului si le-am analizat din punct de vedere
al interfetei cimentului osos cu biomaterialul metalic. Rezultatele au evidentiat faptul ca esecurile
au la baza mai multe posibile cauze printre care tipul de ciment utilizat, tehnica deficitara de
preparare si utilizarea inadecvata a cimenturilor osoase. Drept urmare am efectuat un al doilea
studiu experimental, respectiv analiza comparativa in vitro a cimenturilor comerciale utilizate la
fixarea endoprotezelor de sold analizate urmand cronologia interventiei chirurgicale din care a
rezultat faptul ca procesul de manipulare influenteaza structura si proprietatile cimenturilor osoase.
Ulterior a fost realizat un studiu de caz si cercetari experimentale pentru selectia unui ulei esential
Cu proprietati antimicrobiene optime, utilizabil la dezvoltarea unor noi cimenturilor osoase.
Concluzia acestuia fost ca uleiul de menta este cel mai eficient si are proprietatile potrivite pentru
a fi utilizabil la dezvoltarea unor noi cimenturi osoase antimicrobiene. Am obtinut noi cimenturi
0soase cu proprietati antimicrobiene, prin modificarea componentei anorganice a unui ciment
comercial pe baza de PMMA, cu véscozitate standard, utilizdnd ca agenti antimicrobiene,
nanoparticule de argint nglobate intr-o sticla ceramica si hidroxiapatitd impregnata cu ulei de
mentd si gentamicind si am realizat caracterizarea morfologica si structurald, evaluarea
proprietatilor si evaluarea activitatilor antimicrobiene si de biocompatibilitate a esantioanelor
experimentale de cimenturi osoase noi obtinute.

Concluziile evidentiaza faptul ca proprietatile analizate si performanta cimenturilor osoase
cu ulei esential de menta si nanoparticule de argint impotriva agentilor patogeni testati sugereaza
ca acesti aditivi antimicrobieni par promitatori a fi utilizati in practica clinica impotriva tulpinilor
microbieni analizate.

Cuvinte cheie: endoproteze de sold, cimenturi osoase PMMA; ulei esential de menta;
nanoparticule de argint; gentamicina; proprietati antimicrobiene, BHR

INTRODUCEREA

Prezentarea temei: Contributii privind dezvoltarea unor noi materiale din
categoria cimenturilor acrilice antimicrobiene utilizate pentru fixarea
endoprotezelor de sold

1n cadrul tezei de doctorat atentia a fost indreptati spre evaluarea biofunctionalittii clinice
a unor cimenturi de tip acrilic utilizate pentru fixarea endoprotezelor de sold, si dezvoltarea unor
noi biomateriale din categoria cimenturilor de tip acrilic care sa prezinte activitate antimicrobiana,
prin utilizarea unor aditivi antimicrobieni (nanoparticule de argint, uleiuri esentiale, antibiotice).

Artroplastia totala de sold genereaza si importante esecuri care necesita interventii de
revizie. Acestea pot fi diminuate prin culegerea eficienta a datelor obtinute prin intermediul
cercetarilor si comparand tipurile de implanturi si utilizdnd masuratori reproductibile.

Tn urma studiului de literatura am efectuat o analiza statistica a rezultatelor clinice privind
utilizarea endoprotezelor de tip BHR (Birmingham Hip Resurfacing) intr-o clinica de ortopedie
pentru a identifica cauzele de esec a acestora. Am prelevat explante de la pacienti cu artroplastie
de refacere a soldului si le-am analizat din punct de vedere al interfetei cimentului 0sos cu
biomaterialul metalic. Analizele au evidentiat faptul ca esecurile nu sunt datorate executiei protezei
sau a principiului de functionare al acesteia, ci a mai multor aspecte ca: tipul de ciment utilizat,
tehnica deficitara de preparare si utilizarea inadecvata a cimenturilor osoase. Drept urmare am
efectuat un al doilea studiu experimental, respectiv analiza comparativa in vitro a cimenturilor
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comerciale utilizate la fixarea endoprotezelor de sold analizate urménd cronologia interventiei
chirurgicale, pentru a evalua factorii care au influentat compozitia chimica si structura fiecarei
probe de ciment 0sos in conditii intraoperatorii specifice. Din rezultatele obtinute putem spune ca
procesul de manipulare a cimentului (etapa de amestecare, etapa de asteptare, etapa de lucru) are
un rol important asupra structurii si proprietatilor mecanice ale cimenturilor osoase si Se recomanda
evitarea mixarii manuale pentru cimenturile osoase cu vascozitate scazuta.

Avand in vedere faptul ca utilizarea pe scara larga a antibioticelor a condus la dezvoltarea
unor mecanisme care permit bacteriilor sa supravietuiasca in medii cu antibiotice, am realizat un
studiu de caz si am efectuat cercetari experimentale pentru selectia unui ulei esential cu proprietati
antimicrobiene optime, utilizabil la dezvoltarea unor noi cimenturilor osoase. Dupa caracterizarea
fizico-chimica si a efectului antimicrobian si ulterior compararea proprietatilor a trei uleiuri
esentiale a rezultat faptul ca uleiul de menta este cel mai eficient si are proprietatile potrivite pentru
a fi utilizabil la dezvoltarea unor noi cimenturi osoase antimicrobiene.

Ulterior am obtinut noi cimenturi osoase cu proprietati antimicrobiene, prin modificarea
componentei anorganice a unui ciment comercial pe baza de PMMA, cu vascozitate standard,
utilizand ca agenti antimicrobieni, nanoparticule de argint inglobate intr-o sticla ceramica (2% si
4%), respectiv hidroxiapatita impregnata cu ulei de menta si gentamicind. Au fost obtinute astfel
trei compozitii de noi cimenturi osoase, pe care, alaturi de un ciment comercial standard si de un
ciment in care a fost adaugat 0,5% gentamicind, am realizat urmatoarele studii, respectiv
caracterizarea morfologica si structurald, evaluarea proprietatilor si evaluarea activitatilor
antimicrobiene si de biocompatibilitate a esantioanelor experimentale de cimenturi osoase noi
obtinute. Pentru evaluarea efectului antimicrobian au fost utilizate trei tulpini microbiene standard:
0 tulpina Gram negativa (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), o tulpind Gram pozitiva
(Staphylococcus aureus ATCC 25923), o tulpina levurica (Candida albicans ATCC 10231), iar
biocompatibititatea cimenturilor osoase s-a determinat prin evaluarea prolifrarii celulare prin testul
sarurilor de tetrazoliu (MTT).

PREZENTAREA SINTETICA A CAPITOLELOR TEZEI DE DOCTORAT

Cap.l. Stadiul actual al cercetarilor privind cimenturile acrilice utilizate n
chirurgia ortopedica pentru fixarea endoprotezelor de sold

Articulatia soldului are un rol esential in organism, locomotia nefiind posibila fara ea.
Cimenturile osoase sunt utilizate pentru fixarea articulatiilor artificiale, cum ar fi protezele
de sold sau protezele de genunchi. Acest material umple spatiul dintre implant si articulatie si este
introdus ca un amestec fluid, care se intareste cu timpul.
Cimentul PMMA a fost utilizat ca material de cimentare pentru a fixa componenta femurala
si componenta acetabulara si pentru a distribui tensiunile de contact intre implant si 0s pe o
suprafatd mare.
In prezent, cimenturile osoase cele mai frecvent utilizate pot fi clasificate Tn doua categorii:
cimenturile osoase de tip acrilic si cimenturile osoase de tip fosfat de calciu.
Cimentul PMMA este unul dintre cele mai rezistente materiale folosite n ortopedie, avand
un rol extrem de important in activitatea endoprotetica, precum si in alte interventii reconstructive.
Terapiile cu antibiotice, fie prin administrare sistemica, fie utilizand profilactic cimenturile
0soase ce contin antibiotice, sunt alte modalitati de tratament care au contribuit la succesul tot mai
mare al interventiei chirurgicale de Tnlocuire a articulatiilor. Datoritd concentratiei locale ridicate
a unui antibiotic din jurul endoprotezei, utilizarea cimenturilor osoase cu antibiotice in compozitia
lor are avantaje mari in comparatie cu terapia sistemica cu antibiotice [1].



Utilizarea pe scara larga a antibioticelor a condus la dezvoltarea unor mecanisme genetice si
biochimice care permit bacteriilor sa supravietuiasca in medii cu antibiotice. Acest lucru este un
motiv de ingrijorare in ceea ce priveste eficacitatea antibioticelor folosite in mod obisnuit in
compozitia cimenturilor osoase, in special eficacitatea gentamicinei.

La acest moment, din punct de vedere comercial, segmentul de piata aferent cimenturilor
osoase se impart in doua categorii: cimenturi osoase cu antibiotic si cimenturi osoase fara
antibiotic. Adaugarea de hidroxiapatitd Tn cimenturile osoase prezinta si avantaje (creste
bioactivitatea si biocompatibilitatea) dar si dezavantaje (scade elasticitatea, are tendinta de a forma
aglomerari in ciment). Desi fosfatul de calciu are perspective excelente in privinta conductivitatii
0soase, resorbtiei si biocompatibilitatii pentru promovarea regenerarii 0soase [2—4], exista multe
neajunsuri in legatura cu fosfatul de calciu in sine. Rezistenta mecanica limitata, fragilitatea ridicata
si timpul de intarire sunt cele mai importante deficiente ale materialului, pe langa obtinerea unei
rate de degradare ponderate, astfel incat acesta sa poata fi utilizat numai in zone fara presiune foarte
mare [4].

Cap.2 Obiectivele tezei de doctorat

Obiectivul principal al cercetarilor din prezenta teza de doctorat I-a reprezentat dezvoltarea,
caracterizarea si testarea unor noi biomateriale din categoria cimenturilor osoase de tip acrilic
utilizate pentru fixarea endoprotezelor de sold care sa prezinte activitate antimicrobiana, prin
utilizarea unor aditivi antimicrobieni (nanoparticule de argint, uleiuri esentiale, antibiotice).

Pentru indeplinirea acestui obiectiv, au fost parcurse mai multe etape:

I. Efectuarea unei sinteze complexe privind stadiul actual al cercetarilor privind cimenturile
acrilice utilizate Tn chirurgia ortopedica pentru fixarea endoprotezelor de sold

I1. Realizarea unei analize statistice a rezultatelor clinice privind utilizarea protezelor de tip
BHR, intr-o clinicd de ortopedie, pentru a identifica cauzele de esec a acestora si realizarea unei
analize comparative in vitro a cimenturilor comerciale utilizate Tn studiul anterior.

I11. Caracterizarea fizico-chimica si efectului antimicrobian a trei uleiuri esentiale cu scopul clar
definit de a demonstra eventualele proprietdti antibacteriene, ce le-ar putea dovedi a fi utilizabile
la dezvoltarea unor noi cimenturilor osoase

IV. Obtinerea unor noi cimenturi osoase cu proprietati antimicrobiene.

V. Caracterizarea morfologica si structurald, evaluarea proprietatilor si evaluarea activitatilor
antimicrobiene si de biocompatibilitate a esantioanelor experimentale de cimenturi osoase noi
obtinute

Cap. 3 Metode si echipamente utilizate in cercetarile experimentale
3.1. Materiale utilizate si obtinerea esantioanelor experimentale

Probele experimentale au fost obtinute prin modificarea componentei anorganice a unui
ciment comercial pe baza de PMMA, cu véscozitate standard, respectiv cimentul comercial ”Fix
1” produs de Groupe Leépine. Drept agenti antimicrobieni, pentru ranforsarea componentei
anorganice a cimentului osos, au fost utilizate nanoparticule de argint inglobate intr-o sticla
ceramica (2% si 4%), respectiv hidroxiapatita impregnata cu ulei de menta si gentamicina, fiind
obtinute 3 compozitii de noi cimenturi osoase. Pentru a studia efectul antimicrobian al acestora, s-
au investigat probele de ciment 0sos cu compozitia chimica prezentata Tn tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Compozitia probelor din cimenturi osoase experimentale antimicrobiene



Codificare Compozitie Continut de aditiv

proba Pulbere Lichid antimicrobian
GM PMMA, BPO, BaSO4 MMA, BMA, DmpT, HQ  0,5% gentamicina
HUM PMMA, BPO, BaSO4, HaP  MMA, BMA, DmpT, HQ  10% ulei esential
de menta
AM1* PMMA, BPO, BaSO4 MMA, BMA, DmpT, HQ 2% particule de
argint
AM2* PMMA, BPO, BaSO4 MMA, BMA, DmpT, HQ 4% particule de
argint

*nanoparticulele de argint utilizate ca agent antimicrobian sunt incapsulate intr-o matrice de sticla ceramica
Toate trei uleiurile provin de la acelasi producitor, respectiv SC HOFIGAL IMPORT —
EXPORT SA.

3.2. Metode si echipamente utilizate in cercetirile experimentale

Pentru analiza comparativa in vitro a cimenturilor comerciale (Aminofix 1, Aminofix 3,
Simplex P) utilizate in practica clinica pentru fixarea endoprotezelor de sold tip BHR la Spitalul
Clinic Colentina Bucuresti s-a efectuat caracterizarea morfologica si structurala si evaluarea
proprietatilor.

Componenta

Componenta
! pulbere Proba 1 Microscopie SEM si spectrometrie EDS
Aminofix 1 : |
Aminofix 1 ' X = 5
Aminofix 3 2 =
Simplex P / Proba 2 /
\ [ 1§ Aminofix 2 Teotare ——
- | t: \r l b Analiza umectabilitatii
' \ j » f -
Amestecare Omogenizare
Proba 3 Rezistenta la compresiune
Simplex P i

Tn figura de mai jos este prezentat procesul de obtinere a probelor experimentale de
ciment 0sos, la care s-au adaugat agenti antimicrobieni.

Componenta

lichids m/mmponenta
pulbere K\

referint (R)
‘3-’\1 &"“j" m \+ \l} — |

Amestecare  Omogenizare Componenta lichida +  Gentamicing GM

'componenta pulbere
"
Lo i

’ \_7“\"' ‘+ ,q&\l

Componenta lichida +  Ulei esential

Adaugare de agent
- i componenta pulbere  de ment

antimicrobieni

Hidroxiapatita HUM

c lichids + particub do Ag
componenta pulbere  in matrice ceramica AM1 (2%)

AM2 (4%)



Pentru selectia unui ulei esential cu proprietiti antimicrobiene optime, utilizabil la dezvoltarea
unor noi cimenturilor osoase s-a efectuat caracterizarea fizico-chimica si a efectului

antimicrobian.

Determinarea densitatii relative

l. e / ﬁq)

’ @ Determinarea rotatiei optice
[
1 { @’  Determinarea reziduului la evaporare

Salvia (Salvia Officinalis)

q Determinarea absorbantei - spectre UV VIS |
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Probele experimentale rezultate au fost pregatite pentru caracterizarea morfologica si structurala,
fiind realizate esantioate specifice fiecarui tip de analiza.
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Dupa obtinerea esantioanclor experimentale de cimenturi osoase noi obtinute, am efectuat
urmatorul studiu, respectiv caracterizarea morfologica si structuralid a acestora, evaluarea
proprietatilor, evaluarea activititilor antimicrobiene si de biocompatibilitate.



7 Microscopie SEM si spectrometrie EDS . B ‘Z T
Caracterizarea morfologici @mme¥  Difractie de raze X cu dispersiva de — =
si structural3d energie (EDXRD) i " &
— Spectroscopie Raman s
1 14 ‘ SO o

transformata Fourier - FT-IR

\ Spectroscopie in infrarosu cu - ]

> Analiza umectabiliviii ’zg___ﬁ.;ld —

Evaluarea gradului de hidratare !
— L] 1;‘
Evaluarea proprietatilor If

esantioanelor \? Evaluarea pierderii de masa M

\9 Evaluarea proprietatilor mecanice \_7“ A tala presi -
J \ Rezistentei la indoire in 3 puncte
i N 4

Duritatea Shore D J

53 . Testarea calitativi a activititii
E¥e" imicrobiene a ci ilor
b, S 7 prin metoda difuzimetricd

Testarea activititii antimicrobiene
a probelor de ciment osos
J \ Testarea capacititii de aderenti a
- PIHT G > S tulpinilor microbiene la suprafata

. probelor de ciment osos

Testul MTT

-

Evaluarea celulelor vii prin
J microscopia de fluorescents —F

— Studiul
biocompatibilitatii
cimenturi osoase




Cap.4. Studiu de caz si cercetiri experimentale privind influenta cimenturilor
osoase utilizate si a tehnicii de cimentare a endoprotezelor de sold tip BHR
asupra esecului acestora in practica clinica

4.1. Prezentarea problemei si a protocolului de lucru utilizat pentru rezolvarea acesteia

Esecul protezelor de sold este 0 problema care necesita investigatii si analize suplimentare.

Initial a fost realizat un studiu statistic a utilizarii protezelor tip BHR in Romania. A fost
urmarita utilizarea acestui tip de sistem n ultimii 10 - 14 ani la Spitalul Clinic Colentina, pe 300
de solduri. Tn urma acestui studiu statistic a rezultat o medie de varsta a pacientilor de 45 de ani,
acestia fiind cu varste cuprinse intre 16-76 ani, cu o utilizare de 33% a acestora pentru femei. Avand
in vedere faptul ca endoprotezele BHR sunt destinate in special pacientelor de sex masculin, tineri
si cu un stoc osos foarte bun, utilizarea la femei a scazut rata de succes a acesteia. Tn acest studiu
statistic s-a urmarit specificul patologic al pacientilor pentru care s-a utilizat endoproteza, rata
generald a esecurilor fiind de aproximativ 1-4%. Cele mai multe cazuri de esec fiind cauzate de
tehnicile chirurgicale slabe, mai ales in ceea ce priveste abordarea chirurgicala, orientarea
implantului si crestaturile cortexului gatului femural.

Avand in vedere faptul ca se stiu putine lucruri despre impactul tehnicilor de cimentare
asupra rezultatelor clinice ale reconstructiei soldului, iar analizele de recuperare a reconstructiilor
de sold esuate arata variatii mari ale grosimii mantalei cimentului si patrunderii in capul femural,
s-a analizat tipurile de ciment ortopedic utilizate la endoprotezele studiate. Medicii au utilizat
cimenturile ortopedice de la urmatorii producatorii Stryker Howmedica Osteonics si Groupe
Lepine. Pentru a face o analiza comparativa a celor trei tipuri de cimenturi osoase comerciale,
utilizate frecvent la fixarea sistemelor tip BHR, acestea au fost pregatite in sala de operatie, iar
probele au fost amestecate si plasate in matrite concomitent cu introducerea cimentului si presarea
protezelor in corp de catre chirurg. Manipularea cimentului a fost efectuata in mod similar cu
chirurgul. Ulterior, a fost efectuata 0 analiza a proprietatilor de manipulare, a proprietatilor
mecanice, a structurii si compozitie pe probe pentru a evalua factorii care influenteaza
proprietatile si structura fiecarui ciment 0sos pregatit in conditii intraoperatorii.

Rezultatele aratd ca 0 manipulare deficitara poate distruge cimentul 0sos cu proprietati
foarte bune. De aceea se recomanda, pe cat posibil, sa se evite amestecarea manuala.

4.2. Identificarea cauzelor de esec ale endoprotezelor de sold tip BHR prin analize de
microscopie

Au fost prelevate trei proteze de sold esuate de la Spitalul Clinic Colentina din Bucuresti si
au fost analizate din punct de vedere al interfetei cimentului 0sos cu biomaterialul metalic.

Utilizand sistemul atribuit lui DeLee si Charnley si Gruen [5,6], care au impartit acetabulul
n trei zone egale, am creat o schita (Figura 4.6.) pentru a stabili principalele zone de interes atunci
cand este aplicata pe sectiunea transversala a unui BHR explantat (principalele zone de interes:

Zona 1 - zona superioara; Zona 2 - zona intermediana; Zona 3 - zona radiala).
| I

o) o)

o]
2

Figura 4.6. Regiunile de interes (1-3) utilizate pentru analiza grosimii si penetrarii cimentului
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Au fost facute masuratori ale mantalei de ciment si ale gradului de patrundere. Cu ajutorul
programului “Image J” s-au masurat dimensiunile grosimii mantalei de ciment in cele 3 zone de
interes, circumferinta si perimetrul cupei acetabulare.

Figura 4.7. Sectiuni longitudinala prin explante de tip endoproteza de sold BHR a probelor 1, 2
si 3 (stdnga), raportarea zonelor de interes 1-3 la sectiunea longitudinala (mijloc) si evidentierea
defectelor (dreapta)

Zona 1 este supraincarcata, iar osul se afla la o distanta prea mare de cupa acetabulara. La
proba 2 este vizibila cu ochiul liber neuniformitatea cu care este aplicata mantaua de ciment, iar
grosimea acesteia este inadecvata. La proba 3 mantaua de ciment ortopedic depaseste cu mult
dimensiunile optime in unele zone. S-au format bule de aer din cauza amestecarii
necorespunzatoare, iar cimentul a patruns in o0s. Straturile mult prea groase de ciment evidentiate
au valorile de aproximativ 14 mm, comparativ cu 2 mm conform literaturii de specialitate. Putem
presupune ca patrunderea Tn 0s a cimentului ortopedic este cauzata de vascozitatea scazuta a
acestuia. Prin marirea imaginii (dreapta) remarcam goluri si resturi metalice.

Tn urma investigatiilor de microscopie electronica de baleiaj (SEM), din toate probele se
observa: lipsa de adeziune a interfetei ciment — metal, defectele existente in cimentul 0sos, lipsa de
adeziune la nivelul mantalei de ciment, lipsa omogenitatii cimentului 0sos cu aglomerari de
material datorata probabil manipularii defectuoase a acestuia.

C) R AL
Figura 4.10 Imagini reprezentative SEM a neuniformitatilor existentelor la interfata ciment 0sos
— proteza la probele 1 (a), 2 (b) si 3 () - la marire de 100X
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Analizele efectuate au pus in evidenta faptul ca esecurile nu sunt datorate executiei protezei
sau a principiului de functionare al acesteia, ci a mai multor aspecte ca: selectia pacientilor, tipul
de ciment utilizat, tehnica deficitari de preparare si utilizarea inadecvati a cimenturilor
osoase, tehnicile chirurgicale slabe, Tn special in ceea ce priveste abordarea chirurgicala, orientarea
implantului si crestaturile cortexului gatului femural.

4.3. Analiza comparativa in vitro a cimenturilor comerciale (Aminofix 1, Aminofix 3, Simplex
P) utilizate Tn practica clinica pentru fixarea endoprotezelor de sold tip BHR la o clinica de
ortopedie

Esecul protezelor de sold este o problema care necesita investigatii si analize suplimentare.
Pentru a determina daca esecul endoprotezelor de sold de tip BHR analizate poate fi legata de
tehnica de cimentare, am facut 0 analiza comparativa a trei tipuri de cimenturi osoase comerciale,
care au fost pregatite in sala de operatic — in conditii similare cu cele utilizate la explantele
analizate. Probele au fost amestecate si plasate in epruvete special pregatite, concomitent cu
introducerea cimentului si presarea protezelor in corp de catre chirurg. Manipularea cimentului a
fost efectuata Tn mod similar cu chirurgul si simultan cu acesta. Tn aceasti lucrare de doctorat a fost
efectuata 0 analiza a proprietatilor de manipulare, a proprietatilor mecanice, a structurii si
compozitic pe probe pentru a evalua factorii care influenteaza proprietatile finale si structura
fiecarui ciment 0sos 1n conditii intraoperatorii. Rezultatele arata ca o manipulare proasta poate
distruge cimentul 0sos cu proprietati foarte bune. De aceea se recomanda, pe cat posibil, sa se evite
amestecarea manuala.

4.3.1. Rezultate experimentale de microscopie electronica de baleiaj SEM si spectrometrie
EDS

Analiza SEM a fost efectuata pentru a evalua structura probelor experimentale si a releva
prezenta unor potentiale aglomerari care ar putea afecta omogenitatea acesteia. Compozitia
elementara a probelor a fost determinatd prin analiza EDS. Imaginile SEM au evidentiat
microstructuri tipice pentru cimenturile pe baza de PMMA: granulele din pulberea de polimer,
matricea monomerului polimerizat, elementul radiopacifiant, in acest caz, sulfatul de bariu (BaSOa)
si porii.

Figura 4.15. Imagini SEM reprezentative si spectre EDS corespunzdatoare ale probei 1 (a), a
probei 2 (b) si a probei 3 (c) investigate
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In schimb, pentru proba 2, imaginile SEM evidentiaza aglomeriri ale elementului de
radioopacifiere din cauza amestecarii necorespunzatoare a componentelor cimentului. Structura
cea mai omogena a fost observata pentru proba 3. Analiza EDS a confirmat compozitia cimentului
0sos comercial si evidentiaza prezenta C si O din cele doua faze polimerice (elemente majoritare)
si Ba si S din compozitia elementului de radioopacifiere.

Ca o prima concluzie, recomandam pentru acest tip de ciment amestecarea centrifuga si
evitarea amestecarii manuale a cimentului. Tn ceea ce priveste semnificatia clinica a rezultatelor
prezentate Tn aceasta sectiune, putem mentiona ca amestecarea este o etapa foarte importanta in
prepararea cimentului 0sos. Daca cimenturile osoase nu sunt bine amestecate, aglomerarile ar putea
aparea 1n structura cu 0 influenta puternica asupra proprietatilor mecanice.

4.3.2. Rezultate experimentale privind umectabilitatea cimenturilor

Starea hidrofild/hidrofoba a materialelor ofera informatii despre biocompatibilitatea
acestuia deoarece proprietatile suprafetei influenteaza puternic interfata biomaterial-tesut.

O suprafata hidrofila reflecta o buna umectabilitate si aderenta, deci o mai buna
osteointegrare.

Rezultatele obtinute indica faptul ca suprafetele probelor au fost hidrofile.

O valoare optima a unghiului de contact pentru aderenta
celulara este de aproximativ 55°, cea mai apropiata valoare masurata
n aceasta cercetare fiind obtinuta in cazul probei 3 (55,1°) urmata de
proba 1 si proba 2.

Imaginile unghiului de contact corespunzatoare pentru
fiecare proba investigata sunt prezentate in si in Figura 4.16.

Figura 4.16. Imagini cu picaturi de lichid pe suprafata materialelor:
proba 1 (galben), proba 2 (albastru), proba 3 (roz)

Valorile unghiului de contact pentru probele investigate au
fost foarte apropiate unele de altele variind intre 55 si 61 de grade.
Rezultatele obtinute indica faptul ca suprafetele probelor au fost
hidrofile. O suprafata hidrofila reflecta o buna umectabilitate si
aderenta, deci o mai buna osteointegrare. O valoare optima a
unghiului de contact pentru aderenta celulara este de aproximativ 55°
[7,8], cea mai apropiatd valoare masurata in aceasta cercetare fiind
obtinuta Tn cazul probei 3 (55,1°) urmata de proba 1 si proba 2.

4.3.3. Rezultate experimentale privind proprietatile mecanice ale
cimenturilor

Determinarea rezistentei mecanice la compresiune

Aspectul probelor Tnainte si dupa efectuarea testului de compresiune este prezentat in
Figura 4.17. Pentru fiecare ciment 0sos investigat am utilizat trei esantioane (Cu exceptia probei 1
pentru care s-au folosit 4 esantioane), fiecare avand forma unui cilindru.
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Figura 4.17. Imagine a probelor 1 (galben), 2 (albastru) si 3 (roz), inainte si dupa incercarea de
rezistenta la compresiune (Thainte de compresiune - stanga, dupa comprimare - dreapta)

Tn urma testului de compresiune, software-ul genereaza automat diagrama comparativa
pentru toate probele testate (Figura 4.19).
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Figura 4.19. Diagrama comparativa pentru incercarea la compresiune

Din figura 4.19 putem observa, in urma testului de compresiune, un comportament ductil
pentru toate probele investigate. Valorile numerice dupa testul de compresiune efectuat pe probele
investigate sunt prezentate in Tabelul 4.9.

Din valorile obtinute pentru rezistenta la compresiune s-a observat ca toate cimenturile
osoase investigate au indeplinit valoarea minima stabilita de standardul ASTM F451 (70 MPa).
Cea mai buna valoare a fost inregistrata de proba 3, 0 medie de 92,94 MPa, urmata de proba 1
(78,81 MPa) si proba 2 (77,55 MPa). Tn ceea ce priveste modulul de elasticitate al probelor
investigate, valorile sunt apropiate. Modulul mediu de elasticitate al probelor 1 este de 2433,75 +
263,68 MPa. Pentru probele 2, modulul de elasticitate are valoarea medie de 2265,47 582,60 MPa,
iar pentru probele 3, valoarea medie a fost de 2308,03 £32,15 MPa. Tensiunea maxima reprezinta
cea mai mare valoare a tensiunii inregistrata in timpul incercarii si are valori similare pentru cele
doua tipuri de ciment fabricate de acelasi producator (~ 85 MPa).

Am realizat grafice comparative cu valorile obtinute ale modulului de elasticitate, limitei
de curgere si tensiunii maxime pentru cele trei tipuri de ciment ortopedic (Figura 4.20).

a)
Figura 4.20. Grafic comparativ pentru modulul de elasticitate (a), pentru limita de curgere in
compresiune (b) si pentru tensiunea maxima (c)
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Determindrile de stereomicroscopie pentru cimenturile ortopedice au fost realizate pentru
cele trei tipuri de probe ale caror aspect a prezentat defecte de material radicale Tn urma incercarilor
mecanice. In imaginea obtinuta pentru prima proba (Figura 4.21.a) se remarca CU usurinta prezenta
porozitatilor. De asemenea, in urma incercarilor mecanice la compresiune s-a format o fisura in
zona mediana. Pentru zona marcata In imagine cu 2, se remarca un defect format la prepararea
cimentului.

Figura 4.21. Imagine de stereomicroscopie pentru proba 1 (a), proba 2 (b) si proba 3 (c)

Pentru cea de-a doua proba, (Figura 4.21.b), paralel cu directia de solicitare s-a format o
fisura care se ramifica. De asemenea s-au format si fisuri perpendiculare cu directia de solicitare
mecanica. Se remarca si 0 zona de rupere cu aspect “in trepte”, similar cu aspectul ruperii prin
clivaj. Vascozitatea joasa a acestui tip de ciment amplifica formarea de fisuri. Tn aceasta imagine
se evidentiaza zona de rupere cu aspect “vale de rau” ce se continua cu fisura in material si se
observa goluri de forma circulara. In Figura 4.21.c se evidentiaza aspectul poros al probei si
aspectul pe care l-a obtinut proba in urma efectului de butoiere insotit de zone de curgere a
materialului. Efectul de butoiere apare in urma incercarii mecanice de compresiune. Materialul se

deformeaza Tn zona fisurii.

4.4. Concluzii

Probele investigate au prezentat o structura si morfologie tipica pentru cimenturile osoase
de tip acrilic, cu tendinta de a forma aglomerari, in cazul probei 2, din cauza amestecarii
necorespunzatoare a cimentului. Umectabilitatea masurata prin determinarea unghiului de contact
indica o hidrofilicitate a probelor investigate. Din punct de vedere al proprietatilor mecanice toate
probele investigate prezinta valori optime n conformitate cu standardul ASTM F451, cea mai buna
rezistenta la compresiune obtinandu-se pentru proba 3.

Din rezultatele obtinute putem spune ca procesul de manipulare a cimentului (etapa de
amestecare, etapa de asteptare, etapa de lucru) are un rol important asupra structurii si proprietatilor
mecanice ale cimenturilor osoase si se recomanda evitarea mixarii manuale pentru cimenturile
0soase cu vascozitate scazuta.
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Cap.5. Studiu de caz si cercetiri experimentale privind selectia unui ulei esential
cCu proprietiti antimicrobiene optime, utilizabil la dezvoltarea unor noi
cimenturilor osoase antimicrobiene

Avand n vedere necesitatea de a descoperi si dezvolta noi modalitati de a combate infectiile
postoperatorii si pornind de la faptul ca natura este cel mai bun generator de solutii am efectuat
caracterizarea fizico-chimica si antimicrobiana a unui numar de 3 uleiuri esentiale, pentru a
determina potentialul lor Tn raport cu necesitatea existenta.

Cele trei uleiuri esentiale testate Tn cadrul prezentei teze de doctorat au fost:

o US - Ulei esentiale de salvie — Salvia officinalis
o UM - Ulei esentiale de menta — Mentha piperita aetheroleum
o UB - Ulei esentiale de brad — Abies alba aetheroleum

Toate trei uleiurile provin de la acelasi producator, respectiv SC HOFIGAL IMPORT —
EXPORT SA.

5.1. Caracterizarea fizico - chimica a uleiurilor esentiale testate

Uleiurile esentiale sunt Tn esenta uleiuri naturale, obtinute prin distilare si avand un miros
distinctiv, al plantei sau altor surse din care este extras. Multe componente ale uleiurilor esentiale
ale aceleiasi plante pot fi extrase din diferite parti ale plantelor cu proprietati complet diferite.
Acestea sunt produse folosind diferite metode, distilarea cu abur fiind metoda cea mai intalnita, in
timp ce alte metode, cum ar fi extractia mecanica, extractia cU solventi sau extractia cu fluide
supercritice sunt mai putin utilizate. Componentele principale ale acestor uleiuri sunt terpenoidele,
urmate de diterpeni si compusi aromatici.

Pana n prezent, nu exista suficiente studii care sa ne poata oferi o idee clara cu privire la
modul de actiune al uleiurilor esentiale. Avand in vedere complexitatea compozitiei lor chimice,
totul sugereaza ca acest mod de actiune este complex si este dificil de identificat calea moleculara
de actiune. Este foarte probabil ca fiecare dintre componentele uleiurilor esentiale sa aiba propriul
mecanism de actiune.

Scopul acestor analize a fost evaluarea efectului antimicrobian manifestat de trei uleiuri
esentiale (ulei esential de brad, de menta si de salvie) asupra capacitatii de crestere, multiplicare si
generare de biofilme monospecifice a trei tulpini microbiene standard: o tulpind Gram negativa
(Pseudomonas aeruginosa ATCC27853), o tulpina Gram pozitiva (Staphylococcus aureus
ATCC25923), o tulpina levurica (Candida albicans ATCC10231).

Pentru fiecare dintre uleiurile esentiale analizate s-a determinat: densitatea relativa, indicele
de refractie, rotatia optica, reziduul la evaporare, solubilitatea, spectrele UV-VIS, profilul
cromatografic prin GC-MS, s-a realizat identificarea polifenolilor, iar rezultatele sunt prezentate in
tabelele si figurile urmatoare:

Tabelul 5.1. Densitatea relativa a uleiurilor esentiale studiate:

Proba Ulei esential de salvie  Ulei esential de menta Ulei esential de brad
Densitate 0,890-0,908 0,900 - 0,916 0,855-0,875
relativa
Tabelul 5.2. Indicele de refractie a uleiurilor esentiale studiate:
Proba Ulei esential de salvie  Ulei esential de menta Ulei esential de brad
Indice de 1,456-1,466 1,457 — 1,467 1,475 -1,481
refractie
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Tabelul 5.3. Rotatia optica a uleiurilor esentiale studiate:

Proba Ulei esential de salvie Ulei esential de Ulei esential de brad
menta
Rotatia optica -26,0°--10,0° -30° - -10° -15° - +5°
Tabelul 5.4. Reziduul la evaporare al uleiurilor esentiale studiate:
Proba Ulei esential de salvie  Ulei esential de menta  Ulei esential de brad
Reziduu la max. 1,5% max. 1,5% max. 1,5%
evaporare

Solubilitatea. Uleiurile esentiale sunt in general lipofile si nemiscibile cu apa. Se pot dilua cu
solventi puri ca alcool si polietilenglicol, iar pentru aplicatii topice cel mai sigur este sa fie diluate
in uleiuri grase. Uleiurile esentiale sunt in general solubile in solventi organici ca: alcool etilic,
acetonad, hexan, cloroform, benzen, eter, etc.

Absorbanta — spectre UV-VIS
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Figura 5.1. Spectrele uleiurilor esentiale de salvie(a), de menta (b) si de brad (c) In hexan

Profilurile cromaografice ale celor trei uleiuri analizare sunt prezentate in figura 5.2 §i in
tabelele 5.5, 5.6 §i 5.7.
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Figura 5.2. Profilurile cromaografice ale celor trei uleiuri esentiale de salvie (), menta (b) si
brad (c)

Identificarea polifenolilor. Pentru toate uleiurile studiate s-a inregistrat aparitia coloratiei albastre,
ceea ce indica prezenta polifenolilor.

5.2. Evaluarea efectului antimicrobian a uleiurilor esentiale testate

Evaluarea calitativa a efectului antimicrobian prin metoda microdilutiilor seriale in DMSO si
inocularea acestora in spot

Citirea rezultatelor s-a efectuat prin aprecierea claritatii zonei de inhibitie si notarea dilutiei
de lucru pana la care s-a observat aparitia acestei zone.

Dispunerea dilutiilor de ulei esential pe suprafata mediului solid inoculat anterior la
temperatura prestabilita a evidentiat aparitia unor zone de inhibitie care au permis stabilirea valorii
CMI. Astfel, pentru tulpina Gram pozitiva Staphylococcus aureus ATCC 25923 valoarea CMI a
fost cea corespunzatoare dilutiei 1/4 pentru uleiul esential de salvie si brad si 1/8 pentru uleiul de
menti (figura 5.3 A, B, C).
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A. B. : C. s —

Figura 5.3 Aspectul zonei de inhibitie manifestata de diferitele dilutii de uleiuri esentiale fata de
tulpina Gram pozitiva Staphylococcus aureus ATCC25923 (A-ulei de salvie, B-ulei de menta, C-
ulei de brad)

Pentru tulpina Gram negativa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 valoarea CMI a fost
cea corespunzatoare dilutiei 1/128 pentru uleiul esential de salvie si brad si 1/128+ pentru uleiul
de menta (figura 5.4 A, B, C).

C \ \\ —

A. B. . -
Figura 5.4 Aspectul zonei de inhibitie manifestata de diferitele dilutii de esentiale esentiale fata
de tulpina Gram negativa Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 (A-ulei de salvie, B-ulei de
mentd, C-ulei de brad)
Pentru tulpina levurica Candida albicans ATCC102310 valoarea CMI a fost cea
corespunzatoare dilutiei 1/128 pentru toate uleiurile esentiale testate (figura 5.5 A, B, C), fiind
cea mai sensibila tulpina din cele 3 studiate.

AN B. S C. ,
Figura 5.5 Aspectul zonei de inhibitie manifestata de diferitele dilutii de uleiuri esentiale fata de
tulpina levurica Candida albicans ATCC 10231 (A-ulei de salvie, B-ulei de menta, C-ulei de
brad)
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Evaluarea cantitativa a efectului antimicrobian prin metoda microdilutiilor seriale in mediu
lichid

Pentru determinarea valorilor concentratiei minime inhibitorii (CMI) reprezentata de
cantitatea cea mai mica de ulei esential capabild sa inhibe cresterea si multiplicarea celulelor
microbiene, dupa incubarea placilor la temperatura prestabilita timp de o zi, au fost analizate
rezultatele obtinute prin observare macroscopica si Citire spectrofotometrica la 620 nm.

P. aeruginosa
ATCC 27853 UM

C.albicans . S Ze
ATCC10231 7 SRCPLUPAD
)

Us
S. aureus
ATCC 25923 UM|]

Figura 5.6 Schema de realizare a dilutiilor binare serialele compusilor testati si aspectul

cresterii microbiene dupa etapa de incubare, in vederea determinarii valorilor CMI.

Dilutia de compus corespunzatoare ultimului godeu n care nu s-a mai observat dezvoltarea
culturii a reprezentat valoarea CMI pentru compusul respectiv (figura 5.6). Tn godeurile urmaitoare,
inclusiv godeul martor de crestere, mediul a fost tulbure datorita multiplicarii celulelor microbiene.
Godeul martor de sterilitate nu a prezentat crestere bacteriand, continutul lichid fiind clar si
transparent. Rezultatele testelor realizate Tn mediu lichid nu sunt in totalitate in concordanta cu
rezultatele testelor pe mediu solid, probabil deoarece uleiurile esentiale testate nu au fost miscibile
cu mediul lichid in care s-au realizat dilutiile seriale binare (tabel 5.8.).

Tabelul 5.8. Valorile CMI obtinute prin metoda dilutiilor seriale binare in mediu lichid
Valoarea CMI exprimata sub forma de dilutii

Tulpina Ulei esential Ulei esential de Ulei esential de brad
bacteriani/uleiuri de salvie (US) menti (UM) (UB)
esentiale
Staphylococcus aureus dil. 1/4 dil. 1/8 dil. 1/4
ATCC 25923
Pseudomonas dil. 1/128 dil .1/128 dil. 1/128
aeruginosa ATCC
27853.
Candida albicans dil. 1/128 dil. 1/128 dil. 1/128
ATCC 10231

Prin urmare, pentru aceasta categorie de probe, determinarea valorilor CMI trebuie realizate
prin mai multe metode alternative care sa permita o evaluare cat mai corecta a eficientei activitatii
antimicrobiene.

Studiul influentei compusilor testati asupra dezvoltarii de biofilme microbiene pe substrat inert

Testarea proprietatilor uleiurilor esentiale de a inhiba aderenta celulelor bacteriene la substrat
inert si generarea de biofilme monospecifice a permis stabilirea valorilor Concentratiei minime de
Eradicare a Biofilmului (CMEB) [9-11]Aceste valori sunt reprezentate de cele mai mari dilutii de
ulei care au inhibat aderenta si sunt reprezentate in graficele de mai jos (figurile 5.7, 5.8 si 5.9).
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Staphylococcus aureus ATCC25923 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Candida albicans ATCC 10231
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Figura 5.7 Reprezentarea grafica a valorilor CMEB pentru tulpina Gram pozitiva Staphylococcus aureus
ATCC 25923, valori stabilite in functie de absorbanta la 490 nm (@), pentru tulpina Gram negativa

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, valori stabilite In functie de absorbanta la 490 nm (b) si pentru

tulpina levurica Candida albicans ATCC 10231 valori stabilite in functie de absorbanta la 490 nm (c)

Tn mare parte, valorile CMEB sunt similare cu cele CMI, exceptie facand uleiul esential de
brad care se pare ca a stimulat aderenta tulpinii levurice la dilutii mai mari de 1/32 (figura 5.10).
5.3. Concluzii rezultate in urma caracterizarii fizico - chimice si antimicrobiene a celor trei
uleiuri esentiale analizate

Ca urmare a caracterizarilor fizico - chimice si antimicrobiene a celor trei uleiuri esentiale
analizate a rezultat ca cea mai buna optiune pentru modificarea componentei anorganice a unui
ciment comercial pe baza de PMMA, cu véscozitate standard o reprezinta uleiul esential de menta
Mentha piperita.

Cap.6 Caracterizarea si testarea unor noi cimenturi osoase cu proprietati
antimicrobiene

6.1. Caracterizarea morfologici si structurala
6.1.1. Determiniri experimentale de microscopie electronica de baleiaj (SEM) cuplata cu
spectroscopie de raze X cu dispersie dupi energie (EDS)

Rezultatele determinarilor de microscopie electronica de baleiaj cuplata cu spectroscopia
de raze X cu dispersie dupa energii sunt prezentate in figurile urmatoare.

Imaginea SEM pentru proba de referinta (figura 6.1.) prezinta o structura omogena in care
se evidentiaza patru faze: granule din pulberea polimerica; pori; monomerul polimerizat si
elementul radioopacizant, Tn acest caz sulfatul de bariu (BaSO4). Granulele din pulberea polimerica
sunt suprafete circulare intunecate in care sunt inclusi porii. Monomerul polimerizat si sulfatul de
bariu formeaza o matrice care inconjoara granulele polimerice. Punctele albe, stralucitoare sunt
datorate elementului radioopacizant (BSO4).

" Ay o w7
o & B
4 ) K 1

Figura 6.1. Imagine SEM a probei de referinta R (400 X) a) si Imagine SEM reprezentativa
(2000 X) si analiza EDX realizata pe diferite zone pentru proba de referinta R
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Analiza elementala locala efectuata prin spectroscopie de raze X cu dispersie dupa energie
(EDS), prezentata in figura 6.2., evidentiaza prezenta elementelor majoritare, C si O, din cele doua
faze de polimer (granule pre-polimerizate si monomer polimerizat) si a elementelor Ba si S din
compozitia elementului radioopacizant (sulfatul de bariu prezent in matricea de monomer
polimerizat).

- .
aglomerare

&.matrice .0 "

a) M. .. L
Figura 6.3. Imagine SEM a probei GM (400 X) a) si Imagine SEM reprezentativa (2000 X) si
analiza EDX realizata pe diferite zone pentru proba GM

Imaginea SEM pentru proba GM ce contine gentamicind evidentiazd 0 structurd relativ
omogena si prezenta unor aglomerari a elementului radioopacizant (asa cum rezulta din spectrul
EDS, realizat in zona respectiva — figura 6.3 b.), aparute in urma unui proces de omogenizare
necorespunzator. De asemenea, in figura 6.3., se evidentiaza cele patru faze specifice unui ciment
0s0s pe baza de PMMA: granule din pulberea polimerica; pori; monomerul polimerizat si
elementul radioopacizant.

Analiza elementala locala evidentiaza si In acest caz prezenta elementelor majoritare, C si
O, din cele doua faze de polimer (granule pre-polimerizate si monomer polimerizat) si a
elementelor Ba si S din compozitia elementului radioopacizant (sulfatul de bariu prezent in
matricea de monomer polimerizat).

Rezultatele analizei SEM pentru proba HUM sunt prezentate in figura 6.5. Se observa o
structura relativ omogena si prezenta unor mici zone de aglomerari a hidroxiapatitei n matricea de
monomer polimerizat (asa cum se evidentiaza Tn spectrul EDS din figura 6.6.). Alaturi de aceste
zone de neomogenitati structurale, se mai poate observa granulele din pulberea polimerica si
matricea de monomer polimerizat in care este inglobat elementul radioopacizant (BaSO4).

Figura 6.5. Imagine SEM a probei HUM (400 X) a) si Imagine SEM reprezentativa (2000 X) si
analiza EDX realizata pe diferite zone pentru proba HUM b)

In spectrele EDS corespunzitoare, (figura 6.6.), se evidentiazi prezenta elementelor
majoritare, C si O, din cele doua faze de polimer (granule pre-polimerizate si monomer
polimerizat), a elementelor Ba si S din compozitia elementului radioopacizant si a elementelor P
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si Ca din compozitia hidroxiapatitei. Deoarece uleiul esential de menta este format din compusi
organici din clasa terpenelor si alcoolilor (elemente chimice: C, O si H), spectrele EDS nu
evidentiaza prezenta altor elemente chimice.

Rezultatele SEM pentru proba AML1 ce contine 2% nanoparticule de argint inglobate ntr-o
matrice de sticla ceramica (figura 6.7.) prezinta mici zone in care s-au format aglomerari ale
agentului antimicrobian in matricea de monomer polimerizat. De asemenea se evidentiaza pori,
monometrul pre-polimerizat si matricea caracteristica cimenturilor osoase din PMMA.

Flgura 6.7. Imagine SEM a probei AM1 (400 X) a) si Imaglne SEM reprezentatlva (2000X) si
analiza EDX realizata pe diferite zone pentru proba AM1

Tn spectrele EDS (figura 6.8.) se evidentiaza prezenta elementelor majoritare, C si O, din
cele doua faze de polimer (granule pre-polimerizate si monomer polimerizat), a elementelor Ba si
S din compozitia elementului radioopacizant si a elementelor Ag, P, Ca si Mg din compozitia
agentului antimicrobian.

Spre deosebire de proba AM1, in imaginile SEM obtinute pentru proba AM2 (4% agent
antimicrobian), (figura 6.9.) se observa formarea unor aglomerari cu dimensiuni mai mari.

by s,

Flgura 6.9. Imagine SEM a probei AM2 (4OOX) a) si Imaglne SEM reprezentatlva Si anallza EDX
realizata pe diferite zone pentru proba AM2

Spectrele EDS evidentiaza prezenta elementelor din compozitia cimentului osos: C, O, Ba,
S, Ag, P, Ca si Mg (figura 6.10).
Analiza SEM a relevat ca, dupa intarire, toate cimenturilor osoase analizate au prezentat
microstructura tipica cimenturilor pe baza de PMMA, in care sunt evidentiate patru faze: granule
din pulberea polimerica; pori; monomerul polimerizat; iar elementul radiopacifiant, in acest caz,
sulfatul de bariu (BaSQO4) [12,13]. Imaginile SEM arata o buna dispersie a sulfatului de bariu si a
aditivilor antimicrobieni in matricea PMMA-PBMA (matricea poli(metacrilat de metil)-poli
(metacrilat de butil)). Se poate observa 0 usoara tendintd a agentilor antimicrobieni de a forma
aglomerari, mai ales Tn probele de ciment 0sos care contin 4% nanoparticule de argint (proba AM2).
Analiza EDS sustine aceasta observatie si evidentiaza prezenta elementelor majoritare, C si O, din
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cele doua faze de polimer, Ba si respectiv S din compozitia elementului de radioopacifiere si Ag,
Mg, P, si Ca din HAp si nanoparticule de argint Tncorporate intr-o matrice de sticla ceramica.

6.1.2. Determinari experimentale de spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier —
FTIR

Figura 6.11 reprezinta spectrele FT-IR ale cimenturilor osoase pe baza de PMMA care au
fost investigate experimental.
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Figura 6.11 Spectrele FT-IR ale cimenturilor osoase

Abs

Spectrele FT-IR inregistrate pentru probele experimentale evidentiaza benzile caracteristice
pentru poli(metacrilat de metil) si Poli(metacrilat de butil), polimeri aflati in compozitia
cimenturilor investigate.

La 752 cm™ s-a evidentiat benzile caracteristice ale gruparilor CH din ciclul aromatic prezent
in peroxidul de benzoil (BPO) si N-N-dimetil-p-toluidina (componente ale sistemului de initiere a
reactiei de polimerizare). Ca urmare a investigatiilor FT-IR, se confirma faptul ca toate cimenturile
experimentale sunt din categoria cimenturilor de tip acrilic pe baza de PMMA.

6.1.3. Determinari experimentale de Spectroscopie Raman

Figura 6.12. prezinta spectre Raman colectate pe probele R, GM, HUM, AML1 si AM2.
Toate modelele au fost colectate cu o sursa laser rosu (785 cm™). Corectia de bazi polinomiala de
ordinul doi a fost aplicata ca proces post-achizitie pentru a elimina contributia de fluorescenta.
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Figura 6.12 Modele Raman colectate pe esantionale studiate — realizate din PMMA-
BaS0O4-BPO ca si componente majore. Cele mai intense benzi au fost etichetate si atribuite
componentei respective a cimentului 0sos
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Spectrele reprezentate au multe asemanari, datoritd compozitiei similare a diferitelor probe,
care sunt preparate cu aceleasi componente solide (PMMA, BaSO4, BPO).

Prin comparatie, au fost detectate doar diferentele minore n spectre si constau in diferente in
intensitatile relative ale benzilor specifice.

Cele mai relevante se refera la probele AM1 si AM2 cu semnale relativ mai mari ale benzii
de la 990 cm-1 atribuite v1(SO4) din BaSO4 si probei R cu o intensitate mai mare asociata benzii
atribuite vibratiei ciclului romatic (C6H6) de la 1000 cm-1 din componenta BPO

6.1.4. Determiniri experimentale de difractie de raze X cu dispersie de energie (EDXRD)

Tn figura de mai jos sunt reprezentate grafic spectrele EDXRD colectate pe probele R, GM,
HUM, AML1 si AM2 ca intensitate difractata in functie de unghiul de imprastiere 26. Cele mai
intense reflexii Bragg, sunt cele apartinand componentei PMMA, au fost etichetate cu indici Miller
corespunzatori. Contributiile de fluorescenta ale Ba sunt vizibile in dreptul regiunii de 30+40°.
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Figura 6.13 Spectrele EDXRD colectate pe probele analizate.

6.2. Evaluarea proprietatilor esantioanelor experimentale de cimenturi osoase
6.2.1. Rezultate experimentale pentru evaluarea proprietitilor de umectabilitate prin

determinarea unghiului de contact

In figura 6.14 sunt prezentate aspectele piciturilor formate pe suprafetele probelor din
cimenturile osoase investigate. Pentru a studia comportamentul hidrofil sau hidrofob al probelor,
dar totodata si energia libera a suprafetei pentru testare s-au utilizat 3 tipuri de lichide si anume:
apa, di-iodometanul (DIM) si etilen-glicolul (EG). Comportamentul privind umectabilitatea
suprafetei este influentat atat de tipul de proba, cat si de tipul de lichid utilizat, dupa cum se poate

observa si in figura 6.15
Media valorilor unghiurilor de contact masurate sunt centralizate in Tabelul 6.3.

Tabelul 6.3 Valorile unghiurilor de contact cimenturilor osoase caracterizate
R GM HUM AM1 AM2

Unghi de contact, © [°], apa 70,85 85,10 58,05 55,13 66,86

Unghi de contact, © [°], DIM 27,07 40,26 31,17 50,75 40,63
Unghi de contact, © [°], EG 57,23 50,05 50,12 52,85 45,94
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R_apa GM_apa HUM_apa AM2_apa AMI1_apd

R_DIM GM_DIM HUM_ DIM AM2_DIM AM2_DIM

R_EG GM_EG HUM_EG AM1_EG AM2_EG

R Figura 6.14 Aspectul picaturilor formate pe suprafata
In figura de mai jos este reprezentat printr-un grafic statistic dispersia valorilor unghiurilor
de contact inregistrate pentru fiecare proba si fiecare lichid.
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Figura 6.15 Diagrama valorilor unghiurilor de contact testate cu apd, di-iodometan (DIM)
si etilen-glicol (EG)

Valorile unghiului de contact pentru probele investigate, atunci cand lichidul utilizat pentru testare
a fost apa, sunt destul de dispersate, valoarea cea mai mica fiind a probei AM1 (55,13°), urmata de
proba HUM cu 58,05°, AM2 66,86°, proba referinta R 70,85 °, iar cea mai mare valoare o prezinta
proba GM 85,10°.

Valoarea etalon a determinarii unghiului de contact a PMMA-ului este de aproximativ 69 de grade.
Caracterul cel mai hidrofob poate fi observat in cazul probei GM

Probele HUM, AM1 si AM2 prezintd un caracter mai hidrofil, care este cauzat de componentele
ceramice (hidroxiapatitd si sticld ceramicd) care au fost adaugate cu agentii antimicrobiene
respectivi.

6.2.2. Rezultate experimentale privind determinarea gradului de hidratare

Gradul de hidratare (capacitatea de absorbtic a apei) este 0 proprietate importanta a
materialelor care influenteaza comportamentul cimentului 0sos

Mai mult, apa poate patrunde mai usor intr-o0 structura poroasa, eterogend, la zona de interfata
dintre polimer si materialul de umplutura. Zonele mai eterogene din structura materialului
reprezintd numeroasele spatii prin care se poate acumula apa.

Tn figura este reprezentata grafic evolutia gradului de hidratare (Ha) evaluata in apa distilata
la 0 temperatura de 37°C pe 0 perioada de 21 zile, pentru toate probele experimentale obtinute din
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Figura 6.16 Variatia gradului de hidratare pe 0 perioada de 21 de zile in apa distilata, 1a 37 °C,
pentru probele experimentale

6.2.3. Rezultate experimentale pentru determinarea ratei de degradare

Tn figura este reprezentata variatia ratei de degradare pe o perioada de 28 de zile n fluid
fiziologic simulat (SBF) la 0 temp. de 37°C, pentru cimenturile osoase investigate.
Se observa 0 crestere a ratei de degradare pentru probele ce contin gentamicina si ulei esential de
mentd, in timp ce proba de referinta are o rata de degradare constanta in timp. In cazul probelor
ce contin nanoparticule de argint, pana la 28 de zile nu se observa un proces de degradare, ci doar

un proces continuu de absorbtie.

% -0.47 %

. GM SHUM = AMY .AM2

S Y RATA DE DEGRADARE [%]

Figura 6.18 Aspecte morfologice relevate prin SEM si anallza elementam a Suprafetel prin EDS
a cimenturilor osoase experimentale PMMA dupa 28 de zile in SBF
Rezultatele nregistrate pentru gradul de hidratare si rata de degradare sunt in concordanta cu

rezultatele obtinute la evaluarea umectabilitatii suprafetelor prin determinarea unghiului de
contact.
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6.2.4. Studiu experimental privind determinarea proprietitilor mecanice

Determinarea experimentald a rezistentei la incovoiere

Un ciment 0s0s cu 0 rezistenta ridicata la incovoiere permite o grosime foarte subtire a mantalei de
ciment 0sos si, prin urmare, este ideal pentru optiuni de tratament minim invazive, dar si pentru
protezele de sold sau de genunchi.
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Figura 6.25 Diagrama comparativa a incercarilor la incovoiere

Valorile medii ale rezistentei la Tncovoiere aratd ca adaugarea de agenti antimicrobieni
produce o crestere: cu 3,7% pentru probele GH; 9,5% pentru probele HUM; 10,5% si 11,4% pentru
probele AM1 si AM2. Aparent, rezultatele de rezistenta la incovoiere obtinute nu sunt puternic
influentate de adaugarea de aditivi antimicrobieni, toate valorile Tnregistrate fiind peste limita
cerutd de Standardul International 1ISO 5833, cel putin 50MPa.

Determinarea experimentald a rezistentei la compresiune

Indiferent de agentul antimicrobian adaugat, comportamentul mecanic a fost in mare parte
similar in regiunea elastica. Aparent, in raport cu proba de referinta (R) adaugarea gentamicinei
(proba GH) nu influenteaza modulul de elasticitate al cimentului 0sos, in timp ce adaugarea de
nanoparticule de argint (probele AM1 si AM2) duce la o scadere usoara, cu aproximativ 4% si 5%
din valorile acestuia. Adaugarea de ulei de menta in hidroxiapatita prezintd o0 scadere mai puternica,
cu aproximativ 9%.
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Figura 6.26 Diagrama cu rezultatele zestarii de compresiune pentru toate probele experimentale

Tn ciuda faptului ca n testul de compresiune adaugarea de agenti antimicrobieni duce la o
scadere a caracteristicilor mecanice, aceasta scadere este de o amplitudine acceptabila (maximum
12%), iar valorile de rezistenta pentru cimentul 0sos investigat respecta totusi cerintele minime
stipulate de standardul ASTM F451 ( adica o rezistenta de cel putin 70 MPa).
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Determinarea experimentali a duritatii Shore D

O caracteristicd esentiala a cimenturilor osoase 0 reprezinta duritatea. In esantioanele
testate, acest parametru se modifica in functie de aditivi astfel: pornind de la R (medie a duritatii
Shore D de 85,5 -ShD) — care are si cea mai mare valoare determinata urmata de proba de ciment
0S0S CuU gentamicind, al carui adaos scade cu o unitate media duritatilor shore D determinate
(84,5°ShD).
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Figura 6.27 Graficul duritatilor Shore D determinate pe cimenturile osoase experimentale
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Figura 6.28 Media duritatilor Shore D determinate pe cele cinci cimenturi osoase experimentale
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La o diferenta considerabila (76 -ShD) regasim media valorilor probei cu continut de 2%
particule de argint urmata imediat de cea cu continut de 4% Ag (75,25 °ShD). Influenta cea mai
mare asupra duritatii noilor cimenturi osoase 0 reprezinta adaosul de 10% ulei de menta
(73,75°ShD), care scade cu 11,75 unitati duritatea, raportat la proba de referinta (85,5 °ShD).

Concluzia este ca fiecare dintre aditivi a influentat duritatea cimenturilor osoase, dar toate
se incadreaza in standardele de duritate existente.

6.3. Evaluarea activititii antimicrobiene si a biocompatibilitatii esantioanelor experimentale
de cimenturi osoase

6.3.1. Rezultate experimentale de determinare calitativa a activitatii antimicrobiene prin
metoda difuzimetrica

Testele experimentale au aratat ca esantionul de ciment 0S0s incarcat cu gentamicina (GM)
a exprimat o zona de inhibitie clara doar fata de tulpinile bacteriene, fiind folosit ca martor pozitiv
pentru mostrele de ciment 0sos incarcate cu alti agenti antimicrobieni diferiti. In acelasi timp, proba
HUM si proba AM2 si-au aratat efectul inhibitor, generdnd zone de inhibitie clare cu diametre
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comparative cu cele ale probei GM: 25 mm pentru Staphylococcus aureus ATCC 25923 si 20 mm
pentru Pseudomonas aeru i_nosa ATCC 27853 (Figura 1).
« AM1 ST

a LI b — C
Figura 6.29 Evaluarea proprietatilor antimicrobiene pentru cimenturile osoase PMMA
experimentale: (a) zona de inhibare a cresterii pentru tulpina Gram-pozitiva Staphylococcus aureus
ATCC 2592; (b) pentru tulpina Gram-regativa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, c) pentru tulpina
Candida albicans ATCC 10231, dupa 72 de ore de incubatie
Cea mai scazuta sensibilitate a fost exprimata de tulpinile fungice de Candida albicans ATCC
10231. Tn acest caz, toate probele testate nu au prezentat nicio zona de inhibitie (Figura 6.29).

6.3.2. Rezultate experimentale de determinare a capacitiatii de aderenta a tulpinilor
microbiene la suprafata probelor de ciment 0sos

Evaluarea cantitativa a capacitatii tulpinilor selectate de a adera si de a genera biofilm pe
suprafata probelor testate a fost efectuata folosind metoda de numarare a celulelor viabile. Valorile
CFU/mL au fost determinate pentru biofilmele dezvoltate la 24, 48 si 72 de ore, pe substratul inert
reprezentat de probele de ciment 0sos.
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Figura 6.30 Reprezentarea grafica a valorilor CFU/ml care evalueaza gradul de dezvoltare a
biofilmului microbian pe suprafata probelor de ciment osos testate

Pentru cimenturile osoase investigate de noi rezultatele arata ca, desi celulele bacteriene au
aderat slab la suprafata cimentului 0sos dupa 24 ore de incubatie, nu au putut dezvolta un biofilm
matur, iar scaderea valorilor CFU/mL dupa 48 nu a fost semnificativa.

Tn schimb, capacitatea tulpinii Candida albicans de a adera si genera biofilm NU a fost
semnificativ, inregistrandu-se cele mai mari valori ale CFU/mL.

6.3.3. Rezultate experimentale de determinare a biocompatibilitatii cimenturilor osoase

Rezultatele testului MTT evidentiaza faptul ca probele de ciment osos testate au
stimulat metabolismul celular, cu o crestere semnificativi a proliferarii comparativ cu proba
martor (CTRL).

Testul MTT a aratat ca toate cimenturile osoase testate nu au avut efect citotoxic, valorile
viabilitatilor fiind mai mari in comparatie cu proba martor. Imaginile de fluorescenta au aratat ca
celulele MG-63 au fost viabile si nu au fost observate celule moarte sau fragmente de celule. Mai
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mult, celulele au format filamente pentru a se deplasa si a stabili contacte cu celulele vecine,
sugerand ca celulele MG-63 au prezentat un fenotip activ.
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Figura 6.31 Testul MTT care arata viabilitatea celulelor MG-63 in prezenta cimenturilor
osoase PMMA experimentale dupa 24, 48 si 72 de ore.

- . :

Figura 6.32. Imagini de fluorescenta ale celulelor MG-63 colorate cu fluorofor CMTPX in
prezenta cimenturilor osoase experimentale.

R AM1 AM2 GM HUM

Absorbanta (405 nm)

CTRL

Figura 6.33. Testul Alizarin Red care aratd potentialul osteogenic al cimenturilor osoase
experimentale pe celulele MG-63

Potentialul osteogen al cimenturilor osoase pe celulele MG-63 a fost cuantificat utilizand
testul Alizarin Red. Dupa 21 de zile, in prezenta cimenturilor osoase, celulele MG-63 si-au crescut
potentialul osteogen. Acest lucru a fost demonstrat de o crestere a depozitelor de calciu n toate
probele comparativ cu proba de control (CTRL).
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6.3.4. Concluzii privind evaluarea antimicrobiana si a biocompatibilititii esantioanelor
experimentale de cimenturi osoase

Proprietatile antimicrobiene au fost demonstrate pentru probele GM, HUM si AM2, care
au generat zone clare de inhibitie fata de Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. S-a observat ca nu doar tipul de agent antimicrobian este important, ci si
cantitatea utilizata.

Staphylococcus aureus si Pseudomonas aeruginosa sunt cunoscuti a fi agenti patogeni
relevanti clinic asociati cu infectia osoasa si, respectiv, rezistenta intrinseca la medicamente. Tn
ceea ce priveste biocompatibilitatea evaluata prin testul MTT folosind celule MG-63 umane, toate
cimenturile sunt biocompatibile fara niciun efect de citotoxicitate.

Performanta cimenturilor osoase cu ulei esential de menta si nanoparticule de argint
Tmpotriva acestor doi agenti patogeni sugereaza ca acesti aditivi antimicrobiene par promitatori a
fi utilizati in practica clinica impotriva infectiilor bacteriene.

Cap.7. Concluzii, contributii proprii si directii viitoare
7.1. Concluzii si contributii proprii

Lucrarea cu titlul “Contributii privind dezvoltarea unor noi materiale din categoria
cimenturilor acrilice antimicrobiene utilizate pentru fixarea endoprotezelor de sold“ se
constituie Tntr-o analiza a studiilor si preocuparilor actuale ale cercetarii stiintifice privind obtinerea
unor noi cimenturil osoase utilizate pentru fixarea protezelor.

Prima concluzie care s-a desprins in urma analizelor teoretice si experimentale realizate, se
poate spune ca a inceput sa fie completat golul de informatie de la linia de demarcatie dintre
cercetarile din domeniul medical si cel al ingineriei.

Rezultatele obtinute si interpretarea lor au permis concluzionarea contributiilor tezei de
doctorat, o serie dintre acestea constituindu-se in contributii originale. Cercetarile teoretice si
experimentele au fost directionate astfel incat sa aduca contributii majore atat in plan fundamental
cat si Tn plan practic si anume:

1. Contributii privind oportunitatea abordarii temei in continutul cercetarilor intreprinse pe
plan mondial si national privind cimenturile acrilice antimicrobiene utilizate pentru fixarea
endoprotezelor de sold.

2. Contributii privind stabilirea programului experimental si metodologia de cercetare in
concordanta cu metodele standardizate, aliniate la nivelul cerintelor Uniunii Europene si metodele
neconventionale.

3. Contributiei privind procesele care au loc la interfata ciment — implant - tesut.
modificare a caracteristicilor biomaterialelor polimerice.

5. Contributii privind realizare unor cimenturile de tip acrilic antimicrobiene.

6. Partea de sinteza teoretica cuprinde unele contributii originale ale autorului tezei de
doctorat constand in integrarea problematicii studiate in cadrul mai larg al cunoasterii in domeniul
ingineriei medicale.

Concluzii si aprecieri cu caracter general

Din analiza prezentei teze de doctorat, rezulta urmatoarele concluzii si aprecieri cu caracter general:
1. Artroplastia totald de sold (THA) restabileste functionalitatea si mobilitatea pacientilor

care sufera de 0 boala articulara degenerativa a soldului. Endoproteza totala de sold are ca scop
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preluarea functiei biomecanice a articulatiei atunci cand aceasta este grav afectata. Fixarea
componentei femurale si a componentei acetabulare la 0 endoproteza de sold poate fi realizata prin
utilizarea cimentului 0sos (proteza cimentatd) sau prin presare pe 0s (proteza necimentata).

2. Desi Tn 1870 Themistokles Gluck, a fixat o proteza totala de genunchi din fildes folosind
ciment din ipsos si colofonie, prima utilizare a cimentului 0sos in ortopedie este atribuita pe scara
larga celebrului chirurg englez, John Charnley, care, in 1958 I-a folosit pentru artroplastia totala de
sold a unei proteze femurale metalice. Acesta a fost o piatra de hotar importanta in progresul
procedurilor chirurgicale ortopedice. De asemenea, Charnley a fost primul care a realizat ca
PMMA-ul poate fi utilizat cu usurinta pentru a umple canalul medular si este usor de modelat pe
morfologia osului.

3. Cimentul osos ajuta la umplerea micilor defecte osoase sau la fixarea componentelor
osoase pe proteze ortopedice sau dentare. Cimentul PMMA este unul dintre cele mai rezistente
materiale folosite in ortopedie, avand un rol extrem de important in activitatea endoprotetica,
precum si in alte interventii reconstructive. PMMA, impreuna cu diversi aditivi, confera
amestecului un set de proprietiti fizice si chimice. In prezent, cimenturile osoase cele mai frecvent
utilizate pot fi clasificate in doua categorii: cimenturile osoase de tip acrilic si cimenturile osoase
de tip fosfat de calciu.

4. Cimentul osos de tip acrilic este in prezent cel mai utilizat biomaterial pentru fixarea
endoprotezelor utilizate in artroplastie si are 0 performanta ridicata datorita gamei sale de
proprietati. Cimenturile osoase pe baza de PMMA sunt sisteme bicomponente, care cuprind o faza
solida (o pulbere de polimer) si 0 faza lichida (un monomer lichid).

5. Atunci cand un biomaterial sintetic este implantat in organism fara nicio functie
imunitard, exista intotdeauna riscul unei infectii, iar cimenturile osoase nu sunt exceptate. O
endoproteza implantata este deosebit de sensibild la dezvoltarea bacteriilor pe suprafata sa,
deoarece microorganismele se pot multiplica ca 0 reactiec adversd a sistemului imunitar al
organismului asupra unui corp strain, prin contaminare primara din cauza materialelor nesterile sau
prin raspandirea hematogena, unde infectia provine dintr-un loc indepartat si este transferata in
zona implantului. Pe masura ce bacteriile se reproduc, acestea formeaza un biofilm protector, care
are o sensibilitate scazuta la antibiotice.

6. Utilizarea cimenturilor osoase cu antibiotice reduce incidenta infectiei mai ales daca este
utilizata Tn asociere cu administrarea orala de antibiotice. Tn schimb, eficacitatea clinica a
cimenturilor osoase care elibereaza antibiotice nu este universal acceptata datorita faptului ca
expunerea pe termen lung la doze mici, poate fi 0 cauza pentru dezvoltarea rezistentei la antibiotice.
Multi factori bacteriologici, fizici si chimici ar trebui luati in considerare la selectarea unui
antibiotic, precum spectrul antibacterian, efectul bactericid bun la concentratii scazute,
alergenicitate scazuta, efectul nesemnificativ asupra performantei cimentului, stabilitate chimica si
termica, solubilitatea in apa datoritd dimensiunilor moleculare mici si rata buna de eliberare a
antibioticelor din cimentul 0sos.

7. Utilizarea pe scara larga a antibioticelor a condus la dezvoltarea unor mecanisme genetice
si biochimice care permit bacteriilor sa supravietuiasca in medii cu antibiotice. Acest lucru este un
motiv de Tngrijorare Tn ceea ce priveste eficacitatea antibioticelor folosite in mod obisnuit n
compozitia cimenturilor osoase, in special eficacitatea gentamicinei. Astfel, problema eficientei
reduse a antibioticelor in componenta cimenturilor osoase a creat necesitatea de a investiga noi
agenti antimicrobieni care sa fie introdusi Tn cimentul o0sos. Nanoparticulele de argint confera
proprietati chimice si fizice unice care imbunatatesc mult efectele antimicrobiene ale argintului.
lonii de argint inactiveaza enzimele vitale pentru bacterii si dezactiveaza mecanismul de replicare
a ADN-ului bacterian. Aplicarea clinica este limitata de dificultatea de a Tncorpora si dispersa
nanoparticulele de argint in cimenturile osoase acrilice. Cu toate acestea, studiile sunt contradictorii
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in ceea ce priveste influenta adaosului de nanoparticule de argint in cimenturile osoase de tip
acrilic. Este totusi cert, faptul ca, odata cu cresterea concentratiei de nanoparticule de argint scade
rezistenta mecanica a cimenturilor osoase. In vederea stabilirii concentratiilor optime pentru a
corespunde unei activitati antimicrobiene adecvate pe termen lung, dar totodata si pentru a se
mentine proprietatile mecanice necesare Tndeplinirii functiei clinice, sunt necesare studii
suplimentare.

8. Exista cativa factori legati de tehnica de amestecare, prezenta sangelui, a grasimilor sau a
fluidelor corporale sau a posibilelor delaminari produse la introducerea cimentului in cavitatea
osoasa, care vor afecta volumul si microstructura inter-faciala a cimenturilor si, in consecinta,
comportamentul lor mecanic. Prezenta porozitatii in cimenturile osoase depinde puternic de tehnica
de amestecare utilizatd. Tehnicile utilizate pentru reducerea porozitatii includ amestecarea
mecanica sau cu ultrasunete, presurizarea cimentului, centrifugarea amestecului si amestecarea in
vid.

9. Principalii aditivi gasiti de obicei Tn cimenturile osoase sunt elemente radioopacizant, cum
ar fi BaSOs si ZrO; si antibioticele. S-a demonstrat ca acesti agenti radioopacizanti au un efect
semnificativ asupra proprietatilor mecanice ale cimenturilor osoase de tip acrilic, care influenteaza
de asemenea morfologia cimentului. Adaugarea de antibiotice reduce proprietatile lor mecanice,
desi aceasta influenta depinde foarte puternic de cantitatea de antibiotic adaugata. Au fost
investigati si alti aditivi cu scopul de a imbunatati proprietatile mecanice ale cimenturilor analizate,
prin consolidarea matricei de ciment cu particule dure, cum ar fi particule din sticla ceramica, fie
cu fibre sau nanotuburi de carbon, fie prin aditic de o0s anorganic sau matricea osoasa
demineralizata (hidroxiapatita sau alti fosfati de calciu), care ar putea imbunatati atat proprietatile
mecanice ale cimentului, cat si interactiunea 0s-ciment, creAnd o legatura directa intre aceste
particule bioactive si osul inconjurator.

7.2. Contributii proprii si posibilitati de valorificare ale cercetirilor

Cercetarile experimentale efectuate au adus o serie de contributii originale obtinute si prin
interpretarea lor teoretica. Contributiile originale si cele mai importante rezultate obtinute vor fi
prezentate:

1. S-a efectuat o sinteza complexd a documentatiei stiintifice, care a condus la obtinerea multor
rezultate si interpretari noi, multe fiind inovatoare si originale.

2. S-au realizat pentru prima oara la noi n tara corelatii intre conditiile intra-operatorii, tipul de
endoproteza de sold, caracteristicile cimentului osos utilizat utilizate si manipularea lui pentru
fixarea protezelor.

3. In vederea obtinerii unor cimenturi de tip acrilic cu aditivi antimicrobieni utilizabile pentru
fixarea componentelor femurale ale endoprotezelor totale de sold s-au stabilit fluxul de elaborare.
4. S-a realizat un studiu de caz si cercetari experimentale aferente de selectare a unui ulei esential
cu proprietati antimicrobiene optime, utilizabil la dezvoltarea unor noi cimenturi osoase
antimicrobiene

5. A fost conceput fluxul de obtinere a cimentului osos, verificate prin cercetarile experimentale
proprii.

6. Rezultatele obtinute Tn urma cercetarilor experimentale efectuate, coroborate cu studiile
efectuate pe baza informatiilor din literatura, au permis formularea unor aspecte originale privind
conceptele de biocompatibilitate si biofunctionalitate.

7. Plecand de la datele statistice furnizate de principalii producatori de cimenturi pentru proteze de
sold si a prelucrarii informatizate a acestora, s-a realizat o baza de date cu caracter original ce s-a
utilizat la elaborarea modelului selectiei a acestuia in functie de aplicabilitate.
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8. A fost realizata 0 analiza statistica a rezultatelor clinice privind utilizarea protezelor de tip BHR,

intr-o clinica de ortopedie, pentru a identifica cauzele de esec a acestora.

9. A fost realizata analiza comparativa in vitro a cimenturilor comerciale utilizate in studiul anterior

(Aminofix 1, Aminofix 3, Simplex P) urméand cronologia interventiei chirurgicale, pentru

evaluarea factorilor care au influentat compozitia chimica si structura fiecarei probe de ciment 0sos

n conditii intraoperatorii specifice.

10. A fost realizata caracterizarea fizico-chimica a trei uleiuri esentiale si efectului antimicrobian

a trei uleiuri esentiale cu scopul clar definit de a demonstra eventualele proprietati antibacteriene,

ce le-ar putea dovedi a fi utilizabile la dezvoltarea unor noi cimenturilor osoase antibacteriene.

11. A fost realizata caracterizarea cu scopul clar definit de a demonstra eventualele proprietati

antibacteriene, care le-ar putea dovedi a fi utilizabile la dezvoltarea unor noi cimenturilor osoase

antibacteriene.

12. Au fost obtinute noi cimenturi osoase cu proprietati antimicrobiene, prin modificarea

componentei anorganice a unui ciment comercial pe bazda de PMMA, cu vascozitate standard,

utilizand ca agenti antimicrobieni, nanoparticule de argint inglobate intr-o sticla ceramica (2% si

4%), respectiv hidroxiapatitda impregnata cu ulei de menta si gentamicina, fiind obtinute 3

compozitii de noi cimenturi osoase:

e ciment 0sos cu hidroxiapatita impregnata cu 10% ulei esential de menta si a rezultat proba
experimentalda HUM,

e ciment 0sos cu 2% nanoparticule de argint inglobate intr-o sticla ceramica si a rezultat proba
experimentala AM1

e ciment 0sos cu 4% nanoparticule de argint inglobate intr-o sticla ceramica si a rezultat proba
experimentalda AM2

13. A fost realizata caracterizarea morfologica si structurala si evaluarea proprietatilor cimenturilor

0s0ase Nnoi cu proprietdti antimicrobiene

14. A fost realizata caracterizarea evaluarea activitatilor antimicrobiene si de biocompatibilitate a

esantioanelor experimentale de cimenturi osoase noi obtinute

15. Probele experimentale au fost analizate prin SEM cuplata cu EDS si spectroscopie FT-IR,

pentru caracterizarea morfologica si structurala a cimenturilor osoase studiate. De asemenea, au

fost evaluate proprietatile de umectabilitate a suprafetei prin determinarea unghiului de contact si

s-a realizat studiul degradarii probelor in mediu fiziologic simulat (SBF). Analiza SEM a relevat

ca, dupa intarire, toate cimenturilor osoase analizate au prezentat microstructura tipica cimenturilor

pe baza de PMMA si se observa 0 buna dispersie a sulfatului de bariu si a aditivilor antimicrobieni

in matricea PMMA-PBMA, iar analiza EDS sustine aceastd observatie si evidentiaza prezenta

elementelor majoritare, C si O, din cele doua faze de polimer, Ba si respectiv S din compozitia

elementului de radioopacifiere si Ag, Mg, P, si Ca din HAp si nanoparticule de argint incorporate

intr-o matrice de sticla ceramica.

16. Determinari experimentale de Spectroscopie Raman si Determinari experimentale de difractie

de raze X cu dispersie de energie (EDXRD) au confirmat faptul ca noile cimenturi osoase nu au

modificari semnificative la nivel structural.

17. Evaluarea proprietatilor esantioanelor experimentale de cimenturi osoase au demonstrat faptul

ca adaugarea de agenti antimicrobieni nu a indus modificari structurale in noile esantioane de

ciment osos PMMA dezvoltate. Toate specimenele experimentale au avut o structura si morfologie

tipica pentru cimenturile osoase PMMA, cu o usoard tendintd de a forma aglomerate, mai ales 1n

probele de cimenturi osoase PMMA continand 4% nanoparticule de argint.

18. Umiditatea masurata prin unghiul de contact a scazut prin adaugarea agentilor antimicrobieni,

cu exceptia cazului cimenturilor osoase PMMA modificate cu gentamicina. Toti aditivii utilizati

au pastrat valorile unghiului de contact in limitele dorite si au aratat 0 buna aderenta celulara.
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19. Expunerea probelor experimentale de ciment osos PMMA la apa si solutie de SBF nu a afectat
semnificativ structura acestora. Adaugarea de agenti antimicrobieni nu a afectat semnificativ gradul
de hidratare si degradare al cimenturilor osoase PMMA.

20. Proprietatile antimicrobiene au fost demonstrate pentru probele GM, HUM si AM2, care au
generat zone clare de inhibitie fata de Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. S-a observat ca nu doar tipul de agent antimicrobian este important, ci si
cantitatea utilizata.

21. Staphylococcus aureus si Pseudomonas aeruginosa sunt cunoscuti a fi agenti patogeni relevanti
clinic asociati cu infectia osoasa si, respectiv, rezistenta intrinseca la medicamente.

22.Tn ceea ce priveste biocompatibilitatea evaluata prin testul MTT folosind celule MG-63 umane,
toate cimenturile sunt biocompatibile fara niciun efect de citotoxicitate.

23. Performanta cimenturilor osoase cu ulei esential de menta si nanoparticule de argint impotriva
acestor doi agenti patogeni sugereaza ca acesti aditivi antimicrobiene sunt promitatori pentru a fi
utilizati Tn practica clinica pentru fixarea protezelor de sold, protejand Tmpotriva infectiilor
bacteriene.

Se mentioneaza faptul cd partea experimentala a fost efectuatd in principal in cadrul
Facultatii Stiinta si Ingineria Materialelor, Catedra Stiinta Materialelor si Metalurgie Fizica, dar au
fost efectuate determinari experimentale si 1n alte laboratoare. Dintre acestea se remarca cercetarile
experimentale efectuate in cadrul laboratoarelor Universitatii din Bucuresti, Facultatea de Biologie,
Departamentul de microbiologie.

Fara a pretinde ca epuizeaza cercetarile teoretice si experimentale in domeniul analizat,
lucrarea 1si aduce o modestd contributie teoretica si practicd, deschizand in acelasi timp noi
perspective pentru cercetarile viitoare.

7.3. Directii viitoare de cercetare

Cercetarile viitoare vor urmari realizarea unor studii de determinare a rezistentelor
mecanice pentru cimenturile osoase investigate; studierea produsilor chimici eliberati Tn urma
degradarii materialelor investigate, in vederea stabilirii efectului pe care il poate avea asupra
organismului uman si studierea proprietatilor biologice prin efectuarea testelor de
biocompatibilitate in vitro si in vivo pe model animal.

De asemenea, cercetarile viitoare se vor axa pe obtinerea unor noi cimenturi 0soase cu
proprietdti antimicrobiene prin adaugarea altor aditivi sau prin modificarea cantitatilor pentru
imbunatatirea proprietatilor:

o ciment 0s0s cu hidroxiapatita impregnata cu ulei esential de oregano (acesta fiind recunoscut pe
scara larga pentru activitatea lor antimicrobiana, dar si pentru proprietatile sale antivirale si
antifungice, dar si pentru proprietatile sale antioxidante, antiinflamatorii, antidiabetice)[14-23].

o ciment 0sos cu hidroxiapatita impregnata cu 5, 15, 20 sau 25% ulei esential de menta

o ciment 0sos cu modificarea cantitatii de nanoparticule de argint inglobate intr-o sticla ceramica
n cantitati diferite de cele prezentate in prezenta teza de doctorat, respectiv cu 1% si cu 2% Ag
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Figura 3.4. Principiul de constructie al spectrofotometru FT-IR de tip Jasco 600

Figura 3.5. Principiul de functionare al spectroscopului Raman

Figura 3.6. Principiul de functionare al EDXRD

Figura 3.7. probele analizate prin EDXRD si Spectroscopie Raman

Figura 3.8. Aspectul probelor Thaintea determinarii rezistentei la indoire in 3 puncte

Figura 3.9. Extensometru inductiv

Figura 3.10. Test de duritate Shore D

Figura 3.11 Imagini reprezentative pentru unghiul de contact

Figura 3.12. Schema de lucru a unui aAparat de tip Drop Shape Analyzer DSA30 produs de firma
KRUSS GmbH

Figura 4.1 Evolutia utilizarii endoprotezelor de tip BHR in cadrul Sectiei de Ortopedie a Spitalului
Clinic Colentina

Fig.4.2. Distributia pe categorii de varsta a pacientilor ce au suferit interventii de artroplastie de
resurfatare a soldului cu endoproteze de tip BHR la Spitalul Clinic Colentina

Fig. 4.3. Cazurile de sex masculin (stdnga) si cele de sex feminin (dreapta) care au suferit
interventii cu proteze tip BHR la Spitalul Clinic Colentina

Figura 4.4. Evolutia tipurilor de fixare adoptate de chirurgii ortopezi de la Spitalul Clinic
Colentina in artroplastia de resurfatare de sold

Figura 4.5. Situatie statistica privind producatorii cimenturilor osoase utilizate in artroplastia de
resurfatare a soldului an cadrul Spitalului Colentina

Figura 4.6. Regiunile de interes (1-3) utilizate pentru analiza grosimii si penetrarii cimentului

38
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c) radiografie postoperatorie; d) Proteze de sold BHR esuate
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Figura 4.15. Imagini SEM reprezentative si spectre EDS corespunzitoare ale probei 1 (a), a probei
2 (b) si a probei 3 (c) investigate
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Figura 4.20 Grafic comparative pentru modulul de elasticitate (a), pentru limita de curgere in
compresiune (b) si pentru tensiunea maxima (c)

Figura 4.21 Imagine de stereomicroscopie pentru Proba 1(a) si pentru proba 2 (b) 2- x20 si proba
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Fig. 5.3. Modul de dispunere a probelor pesuprafata mediului de cultura solid, inoculate in panza
Cu suspensia bacteriana

Figura 5.4. Aspectul zonei de inhibitie manifestata de diferitele dilutii de uleiuri esentiale fata de
tulpina Gram positiva Staphylococcus aureus ATCC25923

Figura 5.5. Aspectul zonei de inhibitie manifestata de diferitele dilutii de esentiale esentiale fata de
tulpina Gram negativa Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Figura 5.6. Aspectul zonei de inhibitie manifestata de diferitele dilutii de uleiuri esentiale fata de
tulpina levurica C. albicans ATCC 10231
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microbiene dupa etapa de incubare, in vederea determinarii valorilor CMI
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Figura 5.9. Aspectul godeurilor colorate cu solutie cristal violet 1%, in vederea determinarii
valorilor CMEB prin citire spectrofotometrica la absorbanta de 490 nm

Figura5.10. Reprezentarea grafica a valorilor CMEB pentru tulpina Gram pozitiva S. aureus ATCC
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Figura 6.30 Evaluarea proprietatilor antibacteriene pentru cimenturile osoase PMMA
experimentale: (a) zona de inhibare a cresterii pentru tulpina Gram-pozitiva Staphylococcus aureus
ATCC 2592; (b) zona de inhibare a cresterii pentru tulpina Gram-negativda Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, c¢) zona de inhibare a cresterii pentru tulpina Candida albicans ATCC
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PMMA experimentale dupa 24, 48 si 72 de ore
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