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INTRODUCERE 

În ultimii ani suporturile biodegradabile pe bază de polimeri naturali, cum ar fi 

polizaharide sau proteine, prezintă un interes ridicat în domeniul ingineriei regenerative a 

ţesutului osos ca urmare a caracteristicilor acestora precum biocompatibilitatea şi 

osteoconductivitatea ridicată. 

Suportul ideal pentru ingineria ţesutului osos trebuie să ofere o bioresorbabilitate bună, 

biocompatibilitate pentru a stimula ataşarea celulară, proliferarea şi diferenţierea celulară şi să se 

degradeze odată cu formarea de  nou ţesut osos. Aceste suporturi joacă un rol important în 

ingineria tisulară prin ghidarea creşterii noului ţesut in vivo şi in vitro.  

Materialele suport acţionează ca o matrice de ancorare pentru celule, stimulând 

răspunsurile celulare specifice şi, de asemenea, sunt responsabile de atragerea celulelor în zonele 

în care sunt implantate. În conceperea acestor suporturi proprietăţile fizico-chimice sunt 

esenţiale deoarece influenţează şi contactul direct cu celulele şi ţesuturile învecinate.  

Deşi materiale polimerice utilizate ca atare au arătat unele rezultate pozitive pentru 

regenerare osoasă, eforturi susţinute s-au orientat spre îmbunătăţirea şi stimularea răspunsului 

ţesutului osos prin utilizarea de compozite obţinute prin amestecarea materialelor polimerice cu 

ceramici pe bază de fosfaţi de calciu. 

Chitosanul este un biopolimer cationic, fiind studiat pentru o gamă largă de aplicaţii 

biomedicale cum ar fi pansamente dermale, suporturi pentru eliberare de principii active, datorită 

proprietăţilor sale de non-toxicitate, biodegradabilitate, biocompatibilitate, bioresorbabilitate, 

activitatea antibacteriană şi caracteristici hemostatice. Produşii săi de degradare sunt non-toxici, 

non-imunogenici şi non-cancerigeni şi împreună cu proprietăţile sale osteoconductive îl fac un 

candidat promiţător pentru substituţia ţesutului osos. 

Ceramicile pe bază de fosfaţi de calciu sunt materiale care s-au dovedit a fi produse 

excelente pentru regenerarea ţesuturilor osoase, datorită osteoconductivăţii, proprietăţilor de 

biocompatibilitate şi a structurii chimice asemănătoare cu minerale din ţesutul osos, cu o 

stabilitate ridicată în condiţii biologice, fiind utilizate ca material de substituţie pentru 

regenerarea şi creşterea ţesutului osos.  Studiile clinice au arătat că fosfaţii de calciu sunt atât 

biocompatibili cât şi rezistenţi la infecţii; în plus acoperirea implanturilor ortopedice cu fosfaţi 

de calciu îmbunătaţeşte rata de succes a acestora. 

Combinarea polimerilor naturali cu fosfaţi de calciu poate duce la obţinerea de noi 

substituenţi osoşi ce îmbină proprietăţile acestor două clase de materiale. O abordare în refacerea 

defectelor osoase utilizând materiale natural-sintetice reprezintă un progres la ceea ce în prezent 

este reprezentat de grefele osoase şi ingineria reparatorie a ţesutului osos. 

Teza de faţă îşi propune obţinerea şi caracterizarea unor materiale compozite natural-

sintetice, care să aibă atât structura chimică şi morfologică cât şi proprietăţile mecanice similare 

cu cele ale ţesutului osos. Lucrarea este alcătuită din două părţi, una teoretică şi cealaltă 
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experimentală,  structurată în şase capitole, în care: primul capitol reprezintă partea teoretică, iar 

celelalte, partea originală, experimentală. 

Capitolul I intitulat „Biomateriale cu aplicaţii în ingineria tisulară a osului” prezintă 

principalele caracteristici ale ţesutului osos, precum structura, compoziţia şi funcţia acestuia, 

împreună cu stadiul actual al biomaterialelor natural-sintetice utilizate în ingineria regenerativă a 

ţesutului osos. Stadiul actual al materialelor utilizate pentru substituţia osoasă sunt prezentate 

impreună cu dezavantajele acestora, subliniindu-se caracteristicie ideale ale unui material de 

substituţie osoasă. Pentru obţinerea de noi substituienţi osoşi ce conferă proprietăţi unice 

structurale, morfologice şi mecanice au fost analizaţi diferiţi polimeri naturali şi fosfaţi de calciu, 

caracteristicile acestora, împreună cu aplicaţiile biomedicale. În urma acestui studiu s-au 

evidenţiat principalele obiective de cercetare ale lucrării şi elementele de noutate ce pot fi 

abordate. 

În capitolul II, „Strategia experimentală”, este prezentat conceptul experimental al 

lucrării având drept scop obţinerea de noi materiale pe bază de biopolimeri (chitosan, acid 

hialuronic, chondroitin sulfat) şi fosfaţi de calciu utilizând procedee biomimetice de procesare. 

De asemenea sunt prezentate tehnicile de analiză, materialele şi metodele utilizate în analiza 

materialelor obţinute. 

Capitolul III, intitulat „Compozite pe bază de chitosan şi fosfaţi de calciu” este dedicat 

prezentării rezultatelor experimentale privind obţinerea şi caracterizarea de compozite pe bază 

de chitosan şi fosfaţi de calciu, realizate prin metode biomimetice (temperatură şi pH 

fiziologice;37°C şi pH 7,2). Prin precipitarea fosfaţilor de calciu pe fibra de chitosan se poate 

regla caracteristicile de degradare ale compozitului final. Materialele obţinute au fost 

caracterizate prin spectroscopie FTIR, analiză elementală, difracţie de raze X, spectroscopie de 

raze X prin dispersie de energie, s-a analizat comportamentul în soluţii de interes biologic, 

microscopie electronică de baleiaj, s-au efectuat studii de degradare in vitro şi testarea mecanică. 

În capitolul IV  „Compozite pe bază de chitosan, acid hialuronic şi fosfaţi de calciu”, se 

prezintă sinteza şi caracterizarea compozitelor pe bază de chitosan, acid hialuronic şi fosfaţi de 

calciu păstrând aceleaşi condiţii biomimetice de lucru. Evaluarea influenţei acidului hialuronic 

asupra compozitelor Cs-CP a fost descrisă pentru fiecare metodă de caracterizare în parte. 

Analiza proprietăţilor fizico-chimice, morfologice, mecanice şi a comportametului în soluţii de 

interes biologic au fost efectuate cu scopul de a obţine cât mai multe informaţii despre structura 

şi caracteristicile compozitelor. 

Capitolul V intitulat „Compozite pe bază de chitosan, chondroitin sulfat şi fosfaţi de 

calciu” prezintă sinteza şi caracterizarea compozitelor în condiţii fiziologice (pH-7,2 

temperatură 37°C). Influenţa chondroitin sulfatului asupra proprietăţilor fizico-chimice ale 

compozitelor a fost detaliată pentru fiecare metodă de caracterizare în parte. 

În capitolul VI „Studii in vitro asupra biocompatibilităţii materialelor”, sunt prezentate 

rezultatele testelor de viabilitate/citotoxicitate celulară precum şi a celor imunoenzimatice, 

precum şi determinarea factorului de creştere endotelial vascular cu rol în procesul de ataşase şi 
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proliferare, celulară utilizând trei tipuri de celule diferite (MG63, HOS şi HDMEC). Aceste 

analize sunt necesare în evaluarea proprietăţilor de biocompatibilitate a compozitelor Cs-CP. 

Rezultatele obţinute pe parcursul acestei teze au fost valorificate prin publicarea şi 

trimiterea spre publicare a 6 lucrări, dintre care 3 articole in reviste cu factor de impact, precum 

şi comunicarea rezultatelor la 15 manifestări ştiinţifice interne şi internaţionale. 

Menţionez că numerotarea capitolelor, figurilor, tabelelor, relatiilor matematice şi 

bibliografiei din prezentul rezumat este aceeaşi cu cea din teza de doctorat. 

 

II. Strategia experimentală 

 
O mare varietate de biomateriale sunt utilizate astăzi în chirurgia plastică şi 

reconstructivă a ţesutului osos şi a cartilajului articular.  

Materialele cu utilizări în ingineria ţesutului osos trebuie să prezinte o serie de 

caracteristici legate de structura lor fizico-chimică şi caracteristici mecanice (proprietăţi chimice 

şi mecanice), de interacţiunea cu mediului fiziologic în care vor fi utilizate (condiţii fiziologice) 

şi de proprietăţile acestora de a permite ataşarea şi proliferarea celulară. Datorită proprietăţilor 

importante necesare, precum biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, proprietăţi mecanice şi 

osteoconductivitatea, numărul de materiale ce se pretează pentru astfel de aplicaţii este restrâns. 

Un rol important în dezvoltarea de noi produse cu aplicaţii biomedicale este reprezentat 

de utilizarea de BIOPOLIMERI, datorită biocompatibilităţii ridicare, biodegradabilităţii, oferind 

astfel materialului final un potenţial ridicat de utilizare în ingineria tisulară. Pe de altă parte 

combinarea cu diverse materiale anorganice ce şi-au dovedit de-a lungul anilor 

biocompatibilitatea, osteoconductivitatea face ca materialele compozite polimer-anorganice 

obţinute să cuprindă proprietăţi ale ambelor tipuri de materiale, completându-se astfel reciproc. 

Strategiile biomimetice de realizare a compozitelor care conţin componentă anorganică 

sunt inspirate din procesele naturale de mineralizare, unde mineralele sintetizate de către 

organism, sunt combinate de obicei sub formă de compozite cu proteine, polizaharide sau alte 

forme de origine biologică, în condiţii fiziologice de temperatură (37⁰C) şi pH (7,2—7,4). 

Aceste condiţii permit încorporarea de substanţe bioactive, fără compromiterea performanţelor şi 

chiar pot îmbunătăţi funcţionalitatea fazei anorganice.  

În urma analizei stadiului actual al cercetărilor ştiinţifice realizate în direcţia materialelor 

pentru substituţia tisulară a ţesutului osos s-a optat pentru lucrarea de faţă la o strategie de 

cercetare care a avut ca obiectiv central: 

 

 

 

 

 

OObbțțiinneerreeaa  pprriinn  mmeettooddee  bbiioommiimmeettiiccee  ddee  ccoommppoozziittee  ppee  bbaazzăă  ddee  bbiiooppoolliimmeerrii  șșii  

ffoossffaațții  ddee  ccaallcciiuu  ccuu  ppootteennțțiiaallee  aapplliiccaațțiiii  îînn  iinnggiinneerriiaa  țțeessuuttuulluuii  oossooss..  
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În alegerea materialelor de bază pentru obţinerea substituienţilor osoşi s-a urmărit 

utilizarea unui polimer biodegradabil care să imite ECM a ţesutului osos şi care prin degradarea 

acestuia să nu influenţeze procesele metabolice de la acest nivel, precum şi o fază anorganică 

care să mimeze îndeaproape forma, structura şi compoziţia cristalelor de Hap şi CP de la nivelul 

ţesutului osos natural. 

Datorită proprietăţilor precum, biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, aderarea 

celulară, non-toxicitate, proliferarea diferitelor tipuri de celule, caracteristici atribuite datorită 

densităţii ridicate de sarcini cationice şi a interacţiunilor electrostatice cu compuşii anionici 

precum factorii de creştere şi ADN, biopolimerii Cs, Hya şi ChS au fost aleşi ca parte organică a 

substituentul osos. Mai mult decât atât, prin degradarea enzimatică in vivo a acestor biopolimeri 

se obţin reziduuri de glucozamină, similare cu structura componentelor din ECM. 

Pentru partea anorganică a substituientului au fost aleşi CP sintetici, deoarece prezintă o 

structură similară cu cea a mineralului primar din componenţa ţesutului osos cât şi pentru 

proprietăţile lor cum ar fi, osteoinducţia, osteoconducţia, osteointegrarea, demonstrate în diferite 

studii in vitro şi in vivo. Aceştia au fost obţinuţi prin precipitarea din precursorii: CaClଶ şi 

NaHଶPOସ. Prin utilizarea proceselor biomimetice se urmăreşte formarea de CP cu structură şi 

funcţionalitate asemănătoare apatitelor biologice din corpul uman, asigurând o refacere şi 

regenerare eficientă a ţesutului osos afectat. 

Pe lângă obţinerea de noi materiale pentru substituţia ososă pe bază de biopolimeri şi CP, 

prin metode biomimetice de co-precipitare in situ sub diferite forme, un obiectiv important al 

lucrării de faţă îl constituie evaluarea biocompatibilităţii compozitelor formate. 

Compozitele biopolimeri-CP au fost analizate din punct de vedere al compoziţiei fazei 

organice/anorganice, a structurii şi morfologiei urmărindu-se interacţiunile ce au loc între 

biopolimeri şi CP.  De asemenea s-a urmărit  şi comportamentul materialelor în soluţii de interes 

biologic, degradarea enzimatică in vitro, comportarea mecanică la solicitări de compresiune 

precum şi biocompatibilitatea pentru compozitele ce au evidenţiat proprietăţi mecanice adecvate. 

Noutatea acestei lucrări constă în obţinerea compozitelor  utilizând un proces biomimetic 

de co-precipitare a CP în soluţia de Cs. Strategia formării cristalelor de CP prin precipitatea în 

prezenţă de Cs este similară cu procesul natural de formare a ţesutului osos. Datorită 

proprietăţilor materialelor alese, se poate afirma că biomaterialul propus a se realiza în această 

lucrare este un material compozit din a treia generaţie de biomateriale. 

Pentru realizarea obiectivelor s-a recurs la o strategie experimentală de tip multifactorial, 

utilizându-se programe experimentale cu două variabile independente, prelucrarea datelor 

experimentale cu modele matematice urmărind furnizarea unor informaţii privind fenomenologii 

existente, manifestarea efectelor sinergetice şi stabilirea condiţiilor de optimizare. 
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III. Compozite pe bază de chitosan şi fosfaţi de calciu 

 

Datele existente în literatura de specialitate care abordează materialele pentru substituţie 

osoasă evidenţiază dezavantajele utilizării autogrefelor (limitarea cantităţii de ţesut osos ce poate 

fi prelevat de la acelaşi pacient, posibilitatea apariţiei unor complicaţii, resorbţia grefelor), 

alogrefelor (proprietăţi mecanice scazute, resorbţie osoasă, reducerea proprietăţilor osteogenice, 

riscul de tramsmitere a unor boli), accentuând necesitatea dezvoltării unor noi materiale natural-

sintetice care să evite pe cât de mult posibil aceste inconveniente. 

Diversitatea proprietăţilor Cs cum ar fi biocompatibilitate, biodegradabilitatea in vivo, 

adeziunea şi proliferarea osteoblatelor alături de posibilităţile de alegere a caracteristicilor fizico-

chimice ale acestuia, contribuie la creşterea interesului faţă de implicarea acestui biopolimer în 

formarea de noi compozite cu potenţiale aplicaţii în ingineria tisulară a ţesutului osos. CP 

sintetici precum Hap prezintă o structură asemănătoare mineralului primar din componenţa 

ţesutului osos. Datorită proprietăţilor acestora precum biocompatibilitate, bioactivitate, 

osteoinductivitate ridicată, ne-toxicitate, acestea sunt utilizate ca materiale de substituţie osoasă. 

Utilizând metode biomimetice (temperatură şi pH fiziologic) de co-precipitare a CP în soluţia de 

Cs, în lucrarea de faţă s-a urmărit formarea cristalelor de CP în condiţii asemănătoare cu cele din 

organismul uman. Compozitele Cs-CP au fost obţinute prin procedee de amestecare—uscare şi 

amestecare—liofilizare urmărindu-se influenţa Cs cât şi a raportului Ca/P asupra caracteristicilor 

materialelor rezultate.   

 

III.1. Obţinerea compozitelor pe bază de chitosan şi fosfaţi de calciu 
 

Compozitele s-au obţinut prin precipitarea CP din precursorii săi, şi anume CaClଶ  şi 

NaHଶPOସ , într-o soluţie de Cs, în prezenţa de NHସOH, procesul desfăşurându-se în condiţii 

fiziologice. Compozitele pe bază de Cs şi CP au fost ulterior prelucrate prin procedee de 

amestecare-uscare şi amestecare-liofilizare. 

 Mecanismul de formare a CP, incluzând Hap sintetică, cuprinde două etape: (1) 

formarea de bruşit instabil şi ACP, (2) formarea de Hap cristalină conform reacţiei [229]: 

 

)17(410)()(1210 3
42264104
  POOHOHPOCaOHCaHPO

 
)18()()( 26410

3
4 OHPOCaOHACPPO  

 

 

Datorită valorii pKa ~ 6,3 al Cs-ului, prin precipitarea CP la un pH ~ 7,2, lanţurile 

polimerice  de Cs vor trece din starea de destindere în starea de aglomerare, în acest mod cristale 

de CP formate sau în curs de formare vor fi cuprinse între fibrele de polimer precipitate. Studiile 
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de literatură au evidenţiat că axa c a Hap şi CP tind să se alinieze de-a lungul fibrelor de Cs 

[230].  

În figura III.1 este exemplificat procesul de precipitare şi formare a CP pe fibrele de Cs 

astfel: (a) omogenizarea soluţiilor de Cs cu CaClଶ şi NaHଶPOସ; (b) ionii de calciu şi fosfat sunt 

absorbiţi de matricea polimerică; la pH ≈ 5, ionii de calciu şi fosfat sunt încorporaţi în matricea 

de Cs; (c) la pH 7 se formează nuclee apatitice, ca urmare a difuziei ionilor Ca2+ şi fosfat între 

fibrele de Cs în formare. În condiţii alcaline, nucleele apatitice se transformă în cristale de 

TTCP, DCPA, DCPD etc; (d) cristalele de Hap se formează pe fibrele de Cs; (e) formarea 

compozitului Cs-CP. 

 

 

Figura III.1. Schema de formare a CP pe fibrele de Cs în mediu alcalin;  Fibra de polimer-Cs; 
 Ionii de 2Ca , ionii de 2

4PO ,  ioni OH ,  nuclee apatitice, DCPA, DCPD, TCP etc., 

cristale de Hap şi CP. 
 

Schema interacţiunilor electrostatice dintre grupările polare  hidroxil şi amino ale Cs cu 

ionii de Ca2+ şi PO4
3- ale CP sunt prezentate în figura III.2. 
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Figura III.2. Interacţiunile grupărilor polare dintre Cs şi CP. 
 

Pentru studiera influenţei compoziţiei iniţiale asupra materialelor obţinute a fost folosit 

un program experimental cu două variabile (Cs şi raportul Ca/P).Valorile variabilelor investigate 

din programul experimental împreună cu răspunsurile observate sunt prezentate în tabelul III.3. 

 

Tablelul III.3.  Programul experimental împreună cu valorile determinate pentru Cs, degradare şi 
retenţie pentru compozitele Cs-CP. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nr. 

exp. 

Codat 

Y1, 

Cs 

(%) 

Y2, 

Cs degradat 

(mmol/mL) 

Y3, 

Retenţie 

(%) 

X1 X2 

1 -1 -1     24,17      50,97     138 

2 1 -1 58,61 54,05 184 

3 -1 1 12,17 53,31 155 

4 1 1 60,87 53,03             158 

5 -1,414 0 19,82 52,07 136 

6 1,414 0 65,73 53,48 167 

7 0 -1,414 46,95 52,01 163 

8 0 1,414 46,95 53,03 166 

9 0 0 46,95 52,18 152 

10 0 0 46,95 52,18 152 

11 0 0 46,95 52,17 153 

12 0 0 46,95 52,20 153 

13 0 0 46,95 52,19 154 
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Compozitele astfel obţinute au fost caracterizate din punct de vedere al structurii şi 

compoziţiei utilizând spectroscopia IR cu transformată Fourier (FTIR), microscopia electronică 

de baleiaj (SEM), difracţia cu raze X (XRD), spectrometria de raze X cu dispersie de energie 

(EDX). De asemenea s–a urmărit comportamentul compozitelor în soluţii de interes biologic 

precum şi studii de degradare in vitro, s-au efectuat şi teste de citotoxicitate. 

 

III.2. Analiza compozitelor obţinute prin procedeul amestecare-

uscare 
 

III.2.1. Determinarea compoziţiei—analiza elementală 

 

CP au fost precipitaţi pe fibrele de Cs prin formarea de săruri dintre ionii de 2Ca şi cei 
3

4PO  în condiţii fiziologice de temperatură şi pH. Ionii de 2Ca sunt răspunzători de dislocarea 

moleculelor de apă ce înconjoară lanţurile de Cs respingându-se reciproc, astfel  permiţând 

reacţia cu ionii 3
4PO , ceea ce duce la formarea unor structuri tridimensionale ce vor precipita 

sub formă de CP pe fibrele de Cs. 

Datorită structurii sale, Cs prezintă o afinitate ridicată pentru CP, iar caracterul sau 

hidrofil facilitează distribuţia omogenă în soluţia apoasă ce conţine CP. Conţinutul final de Cs 

pentru compozitele studiate este prezentat în figura III.3 A şi B. 

 În figura III.3 A, se poate observa că conţinutul de Cs din compozite creşte odată 

cu creşterea cantităţii de Cs din compoziţia iniţială. Pentru conţinutul de Cs de peste 35 % 

(raportat la concentraţia totală de săruri minerale de CaCl2 şi NaH2PO4, concentraţia finala de Cs 

este uşor peste 60 %.   

 
 

Figura III.3. A-Concentraţia finală de CS în compozitele Cs-CP, corelată cu raportul iniţial de 
Ca/P şi cantitatea iniţială de Cs, B-compoziţia finală a compozitelor funcţie de raportul Ca/P. 
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Din rezultatele obţinute putem constata că odată cu descreşterea cantităţii de biopolimer, 

precipitarea CP este împiedicată datorită faptului că o parte din ioni sunt implicaţi în reacţii cu 

Cs [243]. Variaţia Cs din compoziţia finală a compozitelor funcţie de raportul Ca/P este 

prezentat în figura III.3 B. 

Se evidenţiază o influenţă moderată a acestui parametru asupra conţinutului 

componentului organic; la concentraţii de 25 % Cs utilizat în compoziţia iniţială, cantitatea de 

biopolimer din compozit nu variază cu raportul Ca/P. 

 
III.2.3. Analiza materialelor prin XRD şi EDX 

 

Pentru identificarea fazelor anorganice din compozitele obţinute s-au utilizat  standardele 

Centrului Internaţional pentru Difracţie (JCPDS). Figura III.5 prezintă difractograma XRD şi 

picurile caracteristice pentru compozitele Cs-CP. Cristalinitatea acestor compozite scade la 

cantităţi ridicate de Cs din compoziţie şi, de asemenea, se observă apariţia a diferitelor forme de 

CP (tabelul III.5). Toate aceste forme de CP sunt recunoscute ca fiind implicate în dezvoltarea 

noului ţesut osos [214]. În compozite se observă o agregare preferenţială a cristalelor de CP de-a 

lungul axei c, fapt relatat şi de diferite studii în domeniu [235, 236]. În timpul procesului 

biomimetic de co-precipitare, s-a observat că prin precipitarea matricei biopolimerice, cristalele 

de CP sunt imobilizate printre fibrele de Cs [237].  

 
 

Figura III.5. Spectrul XRD pentru compozitele Cs-CP obţinute prin procedeul de amestecare-
uscare. 
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Formarea CP în matricea biopolimerului poate limita migrarea cristalelor de CP, ceea ce 

diminuează dezintegrarea compozitului la momentul aplicării acestuia ca substituent osos. 

Rezultatele XRD indică faptul că cristalele majoritare din compoziţia acestor materiale 

sunt atribuite Hap, căreia îi corespund planele 002 şi 112. 

 

Tabelul III.5. Diferite forme de CP prezente în compozitele Cs-CP conform JCPDS. 
 

 

 

 

 
 

 
*conform J.P.C.D.S. 

 
Mai mult decât atât, condiţiile biomimetice (temperatura şi pH fiziologic) utilizate în 

sinteza compozitelor pe bază de Cs-CP, conduc la formarea de cristale de CP cu dimensiuni 

apropiate apatitelor biologice din ţesutul osos al adultului [214] şi, prin urmare, aceste compozite 

pot fi un candidat pentru aplicaţii în ingineria regenerativă a ţesutului osos [243]. 

Raportul molar, dintre calciu şi fosfor a fazei minerale din compozite, a fost calculat din 

analizele EDX, prezentate în tabelul III.7. Datele EDX (figura III.6), confirmă formarea 

diferitelor forme de CP în structura compozitelor, conform raportului Ca/P obţinut [243].  

 

Table III.7. Raportul Ca/P iniţial şi final din compozitele Cs-CP. 
 

 

 

 

 

 

 

 

III.2.4. Comportarea în soluţii de inters biologic 

 

O proprietate importantă a compozitelor Cs-Hap ce se doresc a fi  utilizate ca substituent 

osos  este corelată cu interacţiunea cu soluţii de interes biologic. Rezultatele obţinute pentru 

aceste studii sunt evidenţiate în figura III.7 A şi B. Retenţia, de PBS a compozitelor Cs-CP, 

creşte cu creşterea conţinutului de Cs, pentru valori relativ mici ale rapotului Ca/P, subliniind 

astfel că o creştere a cantităţii de Cs serveşte la îmbunătăţirea retenţiei soluţiei de PBS deoarece 

Unghi 
2θ 

Intensitate  
Număr 
index* 

Formula chimică 

23 121 09-0347 Ca(H2PO4)2 • H2O 
26 002 44-0778 Ca10(PO4)6 • (OH)2 
28 210 44-0810 Ca3H2(P2O7)2 • H2O 
31 112 72-1243 Ca10(PO4)6 • (OH)2 
49 213 72-1243 Ca10(PO4)6 • (OH)2 
53 004 02-1350 CaHPO4 

Probe 
(Cs %) 

Raportul 
teoretic Ca/P 

Calciu-EDX 
(at.%) 

Fosfor-EDX 
(at.%) 

Raportul 
real Ca/P 

19,82 1,65 12,57 8,26 1,52 

46,95 1,65 8,59 4,93 1,74 

65,74 1,65 8,75 5,04 1,73 

46,95 1,57 7,93 4,67 1,69 

46,95 1,65 8,59 4,93 1,74 

46,95 1,72 12,71 7,20 1,76 
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Cs creşte hidrofilia compozitelor, datorită grupărilor polare, hidroxil şi amino, din structura 

biopolimerului (figura III.7 A). 

 

 

Figura III.7. Influenţă A-cantităţii de Cs teoretic şi B-raportului Ca/P, asupra retenţiei de PBS. 
 

În figura III.7 B  se poate observa că retenţia de PBS a compozitelor Cs-CP, pentru 

cantităţi reduse de Cs (46,9 %), are o tendinţă de scădere, apoi creştere cu creşterea raportului 

Ca/P, în timp ce la un conţinut ridicat de Cs, gradul de retenţie scade la valori mari ale raportului 

Ca/P, creşte odată cu creşterea raportului  Ca/P şi implicit creşterea cantităţii de Ca din 

compozite [243].  

 
În compozitele cu cantităţi ridicate de Cs (65,7 %) creşterea raportului Ca/P are un efect 

diferit asupra retenţiei de PBS; astfel retenţia scade odată cu creşterea conţinutui de Ca din 

compozite fiind corelată cu scăderea hidrofiliei compozitelor. 

Toate aceste date indică o importantă contribuţie adusă de interacţiunile electrostatice 

dintre grupările 
 3NH  şi OH  ai Cs şi ionii de 3

4PO  şi 2Ca  din structura CP, asupra 

interacţiunilor compozit-soluţie.  

Interacţiunea compozitelor pe bază de Cs-CP cu soluţia de PBS este strâns legată de 

compoziţie: creşterea cantităţii de Cs duce la creşterea absorbţiei/retenţiei de PBS. Această 

proprietate de reţinerea a soluţiei PBS este atribuită proprietăţilor hidrofile şi structurii poroase 

tridimensionale. 

Prin adăugarea de albumina umană în PBS retenţia soluţiei nu depăşeşte valori de 200 %, 

iar parametrii analizaţi (cantitatea de Cs şi raportul Ca/P) au o influenţă  diferită asupra cantităţii 

finale de lichid acumulat (figura III.8). Retenţia soluţiei de PBS-albumină a compozitelor Cs-CP, 

descreşte cu creşterea conţinutului de Cs pentru valori ridicate ale raportului Ca/P. 
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La rapoarte Ca/P mai mici creşterea cantităţii de Cs din compozite, permite interacţiunea 

cu albumina umană îmbunătăţind retenţia; legăturile de hidrogen se formează prin intermediul 

grupărilor polare hidroxil şi amino ale Cs şi grupările amino şi carboxil ale albuminei umane. 

 

 
Figura III.8. Influenţă A-cantităţii de Cs teoretic şi B-raportului Ca/P, asupra retenţiei 

compozitelor în PBS-albumină. 

 

III.2.5. Studii de degradare in vitro şi morfologia compozitelor 

 

Studiile de degradare şi stabilitate structurală a compozitelor reprezintă o metodă fiabilă 

şi adecvată pentru evaluarea materialelor cu aplicaţii în ingineria tisulară  [247]. Scopul principal 

al acestor studii de degradare, folosind lizozim, este de a reproduce cât mai fidel condiţiile 

fiziologice. Studiile de degradare pentru diferite materiale cu aplicaţii în ingineria ţesutului osos, 

au un rol crucial în evidenţierea contribuţiei materialului la dezvoltarea pe termen lung a noului 

ţesut osos.  

Degradarea in vitro a compozitelor Cs-CP, a fost studiată în prezenţa lizozimului (1200 

μg/L), enzimă principală responsabilă de degradarea Cs in vivo[248], la concentraţii similare cu 

cele din serul uman (950-2450 µg/L) [249].  

Rezultatele obţinute anterior de către Freier şi colab. [250] precum şi de alţi autori [251-

254], subliniază faptul că lizozimul este principala enzimă ce degradează Cs şi că acest 

biopolimer nu este degradat prin alte mecanisme de depolimerizare [247]. Prin degradarea Cs 

produşii de reacţie rezultaţi conţin NAG, hetero şi homo oligozaharide şi Cs de masă moleculara 

mică, iar gradul de deacetilare (DD) al Cs-ului este un factor important în ceea ce priveşte aceste 

studii; degradarea este diminuată la Cs cu DD ridicat [255]. 

Acţiunea enzimei asupra degradării compozitelor pe bază de Cs-CP a fost studiată pe o 

perioadă de 14 zile. 
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Din studiile de degradare in vitro s-a observat o viteză lentă de degradare, figura III.9, 

fiind datorată DD ridicat şi cristalinităţii Cs. Un alt motiv îl constituie faptul că matricea de Cs 

este strâns legată de CP datorită procesului de co-precipitare, îngreunând astfel pătrunderea 

lizozimului în compusul polimeric, rezultând o degradare lentă a compozitului. 

Datorită caracterului hidrofil al Cs-ului, difuzia soluţiei de PBS în compozitele Cs-CP, 

este mult mai rapidă decât degradarea acestora, iar compozitele suferă un proces de retenţie 

înainte de a fi degradate (figura III.9). 

 

 

Figura III.9. Degradarea in vitro pentru compozitele cu: A- raport Ca/P 1.65, B-46.95 % Cs. 
 

După cum se poate observa în figura III.9 viteza de degradare a compozitelor Cs-CP cu 

un conţinut ridicat de Cs, la acelaşi raport Ca/P (1,65), este superioară faţă de restul 

compozitelor. Pentru studiile unde s-a urmărit degradarea compozitelor Cs-CP menţinând acelaşi 

conţinut de Cs (25 %) şi modificând raportul Ca/P, se pare că viteză de degradare a matricei 

polimerice (Cs) creşte cu creşterea conţinutului de Ca din compoziţia finală a compozitelor. 

Imaginile de microscopie electronică de baleiaj, ale compozitelor Cs-CP cu un conţinut 

de 19,82 % Cs, înainte (A) şi după (B) degradare sunt prezentate în figura III.10. 

În figura III.10 A se poate observa cum matricea polimerică (Cs) se comportă ca un liant 

cuprinzând cristalele de CP înăuntrul matricei. După 14 zile, compozitele Cs-CP sunt degradate 

de către lizozim, iar cristalele de CP nu mai sunt cuprinse în reţeaua polimerică, figura III.10 B. 
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Modulul de elasticitate al compozitelor obţinute prin metode biomimetice de co-

precipitare, are valori cuprinse în intervalul proprietăţilor mecanice ale ţesutului osos natural 

(tabelul III.9), indicând astfel posibila aplicaţie a acestor compozite în ingineria reparatorie a 

ţesutului osos. 

 

Tabelul III.9. Modulul de elaticitate la compresiune pentru compozitele Cs-CP în comparaţie cu 
modulul ţesutului osos spongios. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.3. Analiza compozitelor pe bază de chitosan şi fosfaţi de calciu 

obţinute prin procedeul amestecare-liofilizare 
 

După obţinerea amestecului Cs-CP şi condiţionarea acestuia, compozitul a fost congelat 

la -52 ⁰C, după care a fost supus procesului de liofilizare. Prin procedeul de sublimare s-a 

îndepărtat fază apoasă din sistem obţinând în final compozite cu o porozitate ridicată. 

  

III.3.1. Analiza morfologică a compozitelor Cs-CP liofilizate 

 

Structura morfologică a compozitelor obţinute prin liofilizare este prezentată în figura 

III.14 A şi B. Microstructura compozitelor suferă modificări în ceea ce priveşte porozitatea şi 

dimensiunea porilor. Din imaginile SEM se poate evidenţia o porozitate ridicată şi pori 

interconectaţi. 

 Porii din structura compozitelor se formează prin sublimarea apei prin intermediul 

procesului de liofilizare, dimensiunea porilor fiind cuprinsă între 50—200 μm. Datorită 

hidrofiliei Cs, acesta încorporează o cantitate ridicată de apă, ceea ce duce la obţinerea unei 

porozităţi ridicate după liofilizarea amestecului Cs-CP. 

 

Compoziţie 
probe 

(Cs %) 

Raport 
molar 
Ca/P 

Modulul 
Young-probe 

(MPa) 

Modulul 
Young-ţesut 
osos (MPa) 

19,82 1,52 140,44 

40-400 

46,95 1,74 62,79 

65,73 1,73 69,41 

46,95 1,69 83,24 

46,95 1,74 62,79 

46,95 1,76 143,42 
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Figura III.15. Spectru XRD pentru compozitele Cs-CP obţinute prin procedeul de 
amestecare-liofilizare. 

 

III.3.3. Analiza mecanică a compozitelor Cs-CP liofilizate 

 

Valorile obţinute pentru modulul de elasticitate la compresiune, pentru compozitele 

liofilizate Cs-CP, sunt reprezentate în figura III.16. Rezultatele obţinute indică valori cuprinse 

între 10 MPa şi 36 MPa, valori apropiate de limita inferioară a modulului de elasticitate a 

ţesutului spongios [256]; aceste valori sunt în mare parte determinate de porozitatea ridicată a 

compozitelor obţinute prin procedeul de liofilizare. 

 
Figura III.16. Modulul de elasticitate la compresiune pentru compozitele cu: A-acelaşi raport Ca/P 

(1,65) şi conţinut diferit de fază organică, B-aceeaşi cantitate de Cs (25 %) şi raport diferit Ca/P. 
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Porozitatea acestor compozite ar putea avea o influenţă semnificativă asupra proliferării 

celulare în cazul culturilor celulare in vitro [257]. 

 

III.4.  Concluzii 
 

1. S-au sintetizat compozite pe bază de Cs şi CP prin procedee biomimetice în 

scopul utilizării lor în ingineria regenerativă a ţesutului osos, utilizând metode de procesare a 

compozitului prin amestecare—uscare şi amestecare—liofilizare. Compozitele obţinute au fost 

caracterizate prin: FT-IR, analiză elementală, XRD, EDX, retenţia de soluţiilor de interes 

biologic, studii de degradare in vitro, SEM, determinarea modului de elasticitate  la 

compresiune. 

 

2. Datele XRD evidenţiază formarea diferitelor forme de CP din precursorii săi 

(CaClଶ şi NaHଶPOସ) şi Hap, atât pentru compozitele obţinute prim procedeul amestecare-uscare 

cât şi pentru cele obţinute prin procedeul amestecare-liofilizare. Determinarea raportului molar 

Ca/P prin analizele EDX confirmă prezenţa diferitelor forme de CP cu valori ale raportului Ca/P 

cuprins între 1,52—1,76. În cazul compozitelor obţinute prin amestecare—uscare dimensiunea 

cristalelor şi cristalinitatea CP este similară apatitelor biologice.  

 

3. Prin analiza comportamentul compozitelor în soluţii de interes biologic s-a 

constatat că o creştere a conţinutului de Cs în amestec determină creşterea capacităţii de 

absorbţie a soluţiilor de interes biologic. Proprietatea compozitelor pe bază de Cs-CP, de a reţine 

soluţia de PBS sau PBS-albumină este atribuită atât hidrofiliei acestora, interacţiunilor grupărilor 

polare cât şi structurii tridimensionale şi porozităţii. 

 

4. Din studiile de degradare enzimatică şi din microscopia SEM se poate observa o 

degradare parţială a compozitelor Cs-CP care este probabil cauzată de cristalinitatea probelor şi 

masa molară ridicată a Cs. Fibra de Cs este strânsă conectată cu cristalele de CP, ceea ce 

împiedică  pătrunderea în profunzime a enzimei, rezultând astfel o acţiune lentă  a acesteia 

asupra matricei polimerice şi facilitând controlul degradării in vitro al materialelor obţinute. 

 

5. Analiza proprietăţilor mecanice a evidenţiat valori ale modului de elasticitate la 

compresiune asemănătoare cu cele ale ţesutului osos spongios (în special pentru compozitele 

obţinute prin procedeul amestecare—uscare), indicând astfel potenţialul de utilizare în ingineria 

regenerativă a ţesutului osos. 
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IV. Compozite pe bază de chitosan-acid hialuronic şi fosfaţi de 

calciu 
 

Hya este un GAG ce se regăseşte cu preponderenţă în majoritatea componetelor ECM, 

având proprietăţi hidrofile ridicate, implicaţii în procesul de formare a calusului de la nivelul 

fracturilor ţesutului osos şi se regăseşte la nivelul citoplasmei celulelor osteoprogenitoare. În 

plus Hya este recunoscut de receptorii diferitelor tipuri de celule, reglând activitatea celulară, 

este implicat în angiogeneză şi în procesul de vindecare şi se comportă ca un strat protectiv în 

jurul membranei celulare [258]. Astfel utilizând aceleaşi condiţii biomimetice, prezentate 

anterior în cap. III, se va urmări influenţa Hya şi a raportului molar Ca/P asupra compozitelor 

Cs-Hya-CP şi caracteristicile acestora, materialele fiind obţinute prin două procedee distincte: 

amestecare—uscare şi amestecare—liofilizare. 

 
IV.1. Obţinerea compozitelor pe bază de chitosan-acid hialuronic şi 

fosfaţi de calciu 
 

Pentru obţinerea de compozite pe bază de Cs-Hya-CP s-a utilizat o concentraţie de Hya 

de 10%, raportat la cantitatea totală de biopolimer introdusă în sinteză (tabelul IV.1 şi tabelul 

IV.2). Alegerea Hya este în primul rând bazată pe abundanţa în ţesuturile moi, afinitatea chimică 

ridicată pentru CP şi capacitatea de a influenţa creşterea anizotropică a CP [259]. 

Hya prezintă o valoare a pKa-ului cuprinsă între 2,5—3,0 [260], iar cel al Cs are o 

valorea de ~ 6,3 iar prin precipitarea soluţiei de Cs, Hya şi precursorii CP (CaClଶ şi NaHଶPOସ) în 

prezenţă de NHସOH, Hya va precipita primul fără a cuprinde în timpul acestui proces nuclee 

apatitice, ce sunt răspunzătoare de formarea ulterioară de CP. 

 
Tabelul IV.2. Valorile teoretice din programul experimental împreună cu valorile determinate 

pentru degradare şi retenţie pentru compozitele Cs-Hya-CP. 
 

 
X1 Cs-Hya X2 Ca/P 

Y1, 
Cs 

degradat 
(mmol/mL) 

Y2, 
Retenţie 

(%) 

Nr.exp Codat Cs % Hya % Codat  Ca/P   

1 -1,414 9,77 1,08 0 1,65 51,57 153,15 

2 1,414 35,29 3,91 0 1,65 52,13 236,24 

3 0 22,5 2,5 -1,414 1,579 52,92 187,5 

4 0 22,5 2,5 1,414 1,721 51,96 240,74 

5 0 22,5 2,5 0 1,65 52,13 224,24 

 

Experimentele s-au desfăşurat utilizând un program experimental de ordinul II. 
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Hya precipitat va fi cuprins de lanţurile de Cs ce vor precipita la un pKa ~ 6,3 valoare la 

care procesul de nucleaţie al nucleelor apatitice este în plină desfăşurare. Datorită procesului de 

omogenizare ce are loc pe tot parcursul procesului de co-precipitare a fazei organice şi a celei 

anorganice, Hya este distribuit în toată masa compozitului, având astfel proprietăţi de stimulare a 

celulelor endoteliale vasculare [261], migrării celulare [262], sintezei de colagen [263] şi 

angiogenezei [264]. 

 

IV.2.2. Analiza probelor prin XRD şi EDX 

 

Figura IV.2 prezintă difractogramele pentru CP şi pentru compozitele cu diferite cantităţi 

de CP: 100% respectiv 89 % şi 60 %. Diferitele forme de CP au fost evidenţiate utilizând 

standardele JCPDS (tabelul IV.4) 

 Se poate observa că faza anorganică este compusă din diferite forme de CP. Raportul 

molar al fazei minerale dintre calciu şi fosfor din compozitele Cs-Hya-CP a fost obţinut în urma 

analizelor EDX efectuate, tabelul IV.6. Datele EDX (figura IV.3) confirmă formarea diferitelor 

forme de CP în structura compozitelor, conform raportului Ca/P obţinut. 

 

 
Figura IV.2. Difractogramele XRD pentru CP şi compozitele Cs-Hya-CP cu diferite cantităţi 

teoretice de CP. 
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Tabelul IV.4 Diferite forme de CP prezente în compozitele Cs-Hya-CP conform JCPDS.  

 

 

 

 

 
 

 
*conform J.P.C.D.S. 

 

Table IV.6.  Raportul Ca/P iniţial şi final din compozitele Cs-CP. 
 

 

 

 

 

 

 

IV.2.4. Studii de degradare in vitro şi morfologia compozitelor 

 

Degradarea compozitelor Cs-Hya-CP a fost efectuată pe o perioadă de 14 zile în soluţii 

PBS conţinând lizozim, figura IV.5. 

 
Figura IV.5. Gradul de degradare pentru compozitele cu: A- acelaşi raport Ca/P (1,65), B-aceeaşi 

cantitate de biopolimer (25 %). 
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Unghi 
2θ 

Intensitate  
Număr 
index* 

Formula chimică 

23 121 09-0347 Ca(H2PO4)2 • H2O 
26 002 44-0778 Ca10(PO4)6 • (OH)2 
28 210 44-0810 Ca3H2(P2O7)2 • H2O 
31 112 72-1243 Ca10(PO4)6 • (OH)2 
49 213 72-1243 Ca10(PO4)6 • (OH)2 
53 004 02-1350 CaHPO4 

Probe 
(Cs+Hya %) 

Raportul 
teoretic Ca/P 

Raportul 
real Ca/P 

11 1,65 1,54 

25 1,65 1,55 

40 1,65 1,38 

25 1,57 1,67 

25 1,65 1,55 

25 1,72 1,46 

A B 



 
 

 

ba

se

m

ob

co

ac

pă

re

ia

ev

 

lu

pr

pe

ni

IV

el

Ca

de

ază 

e um

menţ

bse

onţi

cop

ătru

espe

r f

vide

A

uat 

rezi

entr

ivel

V

V.7

ast

a/P

ecâ

de

mfl

ţinâ

rva

inu

perir

und

ecti

form

enţ

Ana

în 

inte

ru a

lul 

Val

. S

icit

P, s

t re

Ca

Da

e Cs

e în

Pen

ând

a că

utulu

rii 

dă în

În 

iv 6

mar

iaz

 

IV

aliz

co

e un

a nu

ace

oril

Se 

tate

e o

estu

apit

ator

s-H

nain

ntru

du-s

ă v

ui d

cu

n în

fig

60 

rea

ză m

V.2.5

za m

onsi

n m

u p

estu

le m

obs

e ce

obse

ul c

tolu

rită 

Hya

nte

u s

se u

vite

de 

u fa

ntre

gura

% 

a cr

matr

5. A

mec

ider

mod

perm

uia

mo

serv

el m

erv

com

ul I

na

a-CP

e să

stud

un 

eza 

Ca

ază 

eag

a I

CP

rist

rice

F

Ana

can

rare

dul 

mit

. 

odul

vă 

mai

vă c

mpo

IV. C

atur

P, e

ă se 

diil

rap

de

a di

an

ga m

IV.6

P. S

tale

ea p

Figu

aliz

nică

e în

de

e d

lulu

că

i ri

că m

ozit

Com

rii h

este

de

e î

port

e d

in c

norg

mas

6 e

e p

elor

pol

ura 

za m

ă (m

n c

e el

distr

ui d

ă, p

idic

mat

elo

mp

hidr

e m

egra

în c

t co

degr

com

gan

să a

este

poat

r d

lim

IV

me

mod

cazu

last

ribu

de 

pen

cat 

teri

or.  

pozi

rof

mai 

ade

car

ons

rad

mpo

nică

a co

e p

te o

de C

meric

V.6. 

ecan

dulu

ul 

ticit

uţia

ela

ntru

îl a

iale

ite 

file 

rap

eze.

e s

stan

dare

oziţ

ă a

omp

rez

obs

CP

că 

Mo

nic

ul d

apl

tate

a fo

astic

u m

au 

ele 

 pe

a C

pid

 

s-a 

nt d

e a 

ţia 

a la

poz

zent

serv

 ac

iar 

orfo

că 

de e

lica

e m

orţe

cita

mate

pro

cu

e ba

Cs 

ă d

urm

de f

m

fin

anţu

zitu

tată

va c

cop

can

folo

elas

aţiil

mai 

elor

ate 

eria

obe

u un

ază 

şi H

decâ

mă

fază

matr

nală

uril

ului

ă m

că f

peră

ntit

gia

stic

lor 

mi

r di

pe

alel

ele 

n ra

 de

Hya

ât d

ărit 

ă or

rice

ă a 

lor

i pe

mor

faz

ă l

tate

a co

cita

cl

ic d

irec

entr

le î

cu 

apo

e ch

a, d

deg

de

rga

ei p

ma

po

entr

rfol

za a

lanţ

ea d

mp

ate) 

inic

dec

ct p

ru c

în 

25

ort 

hito

18

difu

grad

egra

anic

poli

ater

olim

ru a

log

anor

ţuri

de C

pozi

a c

ce. 

ât m

pe m

com

car

5% 

Ca/

osa

8 

uzia

dare

ada

că (

ime

rial

mer

a-l 

ia 

rga

ile 

CP 

itel

com

D

mo

mat

mpo

re 

Cs

/P-

n­a

a so

ea a

area

(25

eric

elo

rice

deg

SE

anic

po

est

lor 

mpo

e r

odu

teri

ozit

se 

s. Î

1,6

acid

olu

ace

a en

5 %

ce 

or. S

e de

gra

EM 

că (

olim

te m

Cs-

ozit

regu

lul 

ialu

tele

m

În c

65 a

d h

utiei

esto

nzi

%) ş

est

Se 

e C

da.

a 

(CP

mer

mul

-Hy

telo

ulă

de

ul im

e C

odi

cee

au 

ialu

i de

ora 

ima

i m

e i

con

Cs 

 

com

P) (

rice

lt m

ya-C

or e

ă m

e el

mp

Cs-H

ific

a c

un 

uro

e P

pri

atic

mod

inve

nsid

şi 

mp

(fig

e, p

mai 

CP

este

mate

ast

lan

Hya

că c

ce p

mo

oni

PBS

in u

că a

dific

ers 

der

Hy

pozi

gura

pe 

red

, A

e un

eria

icit

ntat 

a-C

can

priv

odu

c şi

S, la

urm

a c

cân

pr

ră c

ya, 

itel

a IV

cân

dus

- 89

n fa

ale 

tate

t av

CP, 

ntita

veş

ul d

i fo

a n

mare

om

nd r

rop

că f

ne

lor 

V.6

nd 

să. 

9 %

acto

de 

e a 

vând

sun

atea

te m

de 

osfa

ive

e co

mpo

rapo

porţ

feno

eper

Cs

6 A)

în

% C

or i

su

ţes

d c

nt p

a d

mo

ela

aţi d

elul

om

ozite

ortu

ţion

om

rmi

s-H

) es

n fi

CP. 

imp

ubst

sutu

a re

pre

de 

odif

astic

 de 

 co

mpo

elo

ul C

nală

menu

iţân

Hya-

ste 

igur

por

titu

ului

ezu

ezen

Cs

fica

cita

 cal

omp

zite

or C

Ca/

ă c

ul e

nd 

-CP

pre

ra 

rtan

uţie

i în

ulta

ntat

s, m

area

ate 

lciu

poz

ele 

Cs-H

/P, 

cu c

este

enz

P c

edo

IV

nt c

e tr

nco

at fr

te î

mod

a ra

ma

u 

zite

înc

Hy

se 

cre

e d

zim

cu 

omi

V.6

e tr

rebu

onju

ract

în f

dul

apo

ai r

lor 

cep

ya-C

po

şter

dato

mei 

89 

inan

B 

rebu

uie 

urăt

turi

figu

lul

ortu

ridi

pe

p sa

CP,

oate

rea

orat

să

%

ntă

se

uie

să

tor,

i la

ura

de

ului

icat

e 

a 

, 

e 

a 

t  

ă 

% 

ă 

e 

 

e 

ă 

, 

a 

a 

e 

i 

t 



Capitolul IV. Compozite pe bază de chitosan­acid hialuronic şi fosfaţi de calciu 
 
 

19 
 

 
Figura IV.7. Modulul de elasticitate  pentru compozitele cu: A- acelaşi raport Ca/P (1,65), B-

aceeaşi cantitate de biopolimer (25 %). 
 

Valorile modulului de elasticitate este cuprins între 60—90 MPa, fiind mai mici decât 

cele ale compozitelor Cs-CP, indicând un bun comportament ca substitut al ţesutului osos cu 

potenţiale aplicaţii în reconstrucţia defectelor osoase.  

 

IV.3. Analiza compozitelor obţinute prin procedeul amestecare-

liofilizare 
 

IV.3.2. Analiza mecanică a compozitelor Cs-Hya-CP liofilizate 

 

Analiza mecanică la care au fost supuse compozitele pe bază de Cs-Hya-CP, pentru 

obţinerea modulului de elasticitate la compresiune, au evidenţiat valori cuprinse între 16 MPa şi 

24 MPa (figura IV.9). Aceste valori sunt datorate în mare parte porozităţii rezultate în urma 

procesului de sublimare al apei prin procedeul de liofilizare. 
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Figura IV.9. Modulul de elasticitate la compresiune pentru compozitele cu: A-acelaşi raport Ca/P 
(1,65), B-aceeaşi cantitate de Cs-Hya (25 %). 

 

IV.4. Concluzii 
 

1. S-au obţinut compozite pe bază de Cs-Hya-CP prin metode biomimetice de co-

precipitare şi stabilizarea formei prin procedee amestecare—uscare şi amestecare—liofilizare. 

Compozitele astfel obţinute au fost caracterizate din punct de vedere structural, compozitional, 

morfologic, evaluarea caracteristicilor de interacţiune  cu soluţii de interes biologic, gradul de 

degradare in vitro, proprietăţi mecanice. Alegerea Hya a fost bazată în primul rând de faptul ca 

este un GAG cu o structură asemănătoare Cs şi a proprietăţilor sale de stimulare a creşterii 

celulelor endoteliale vasculare şi angiogenezei. 

 

2. Interacţiunea Hya cu Cs şi CP este în mare parte datorat interacţiunilor 

electrostatice dintre grupările  3NH  ale Cs-ului şi grupările  COO  ale Hya, precum şi 

interacţiunile specifice dintre grupările COO- ale Hya cu ionii de 3
4PO  şi 

2Ca  ai CP. 

 

3. Gradul de retenţie a soluţiilor apoase în compozitele Cs-Hya-CP este dependentă 

de compoziţia finală a materialelor, adăugarea de Hya în sistem ducând la o creştere a hidrofiliei 

compozitului, iar retenţia compozitelor creşte odată cu creşterea cantităţii de biopolimeri şi Ca 

din compoziţie. Influenţa Hya asupra compozitelor Cs-CP are ca rezultat creşterea gradului de 

retenţie. 

 

4. Din datele XRD obţinute pentru compozitelor Cs-Hya-CP se evidenţiază prezenţa 

diferitelor forme de CP  fapt confirmat şi de rezultatele din analizele EDX  prin care s-a 

determinat raportul molar Ca/P cu valori cuprinse între 1,54 – 1,67. În cazul compozitelor 

obţinute prin procedeul amestecare—uscare cu 89 % CP, cristalinitatea este asemănătoare cu cea 

din apatitele biologice. 
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5. Proprietăţile mecanice rezultate au valori mai mici decât cele ale compozitelor pe 

bază de Cs-CP, dar se încadrează în intervalului 40 MPa — 400 MPa corespunzător ţesutului 

osos spongios natural. Pentru materialele obţinute prin procedeul amestecare-liofilizare acestea 

au valori scăzute, datorat procesului de obţinere utilizat. 
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V. Compozite pe bază de chitosan-chondroitin sulfat şi fosfaţi de 

calciu 
 

ChS este un component important al ECM, având un rol important în menţinerea funcţiei 

celulare, regăsindu-se la nivelul diferitelor componete ale ţesutului osos. Grupările funcţionale 

precum SO4
2- şi COO- îi conferă o polaritate negativă şi de asemenea aceste grupări sunt 

implicate în interacţiunea cu mineralele din ţesutul osos şi alte componete ale ECM. ChS este 

implicat în procese biologice precum adeziunea  şi proliferarea celulară, are efect antiinflamator 

şi prezintă capacitatea de a îmbunătaţi regenerarea ţesutului osos vătămat. 

În consecinţă ChS a fost ales cu scopul de a urmări influenţa sa asupra compozitelor Cs-

CP alături de studiul influenţei raportului Ca/P asupra proprietăţilor finale. Metoda biomimetică 

utilizată (pH-7,2 temperatură 37⁰C) şi procedeele de obţinere, amestecare—uscare şi 

amestecare—liofilizare, au fost folosite în scopul de a putea urmări efectele ChS asupra 

caracteristicilor finale ale compozitelor Cs-ChS-CP. 

 

V.1. Obţinerea compozitelor pe bază de chitosan-chondroitin sulfat şi 

fosfaţi de calciu 
 

ChS face parte din categoria GAG ce se regăseşte la nivelul cartilajului precum şi în 

ţesutul osos spongios şi cortical [269]. ChS are capacitatea specifică de a se lega de 

componentele ECM, de a media legătura dintre celulele ţesutului osos (Ob şi Oc) cu ECM şi de a 

lega moleculele solubile, precum factorii de creştere [270]. De asemenea, poate interacţiona cu 

ionii de 2Ca  fiind un punct de plecare pentru procesul de mineralizare [270]. Prin urmare 

adăugarea ChS la compozitele pe bază de Cs-CP cu aplicaţii pentru substituţia osoasă, are ca 

scop creşterea proprietăţilor osteoconductive. 

ChS este omiprezent în structura ECM a ţesutului osos şi în cartilaj [269, 271]. Una din 

monozaharidele din structura ChS este N-acetil-galactozamina ce conţine o grupare sulfat iar 

cealaltă monozaharidă este reprezentată de acidul glucuronic ce conţine gruparea carboxil. 

Combinaţia dintre aceste două monozaharide oferă ChS o densitate mare a grupărilor negative, 

permiţând formarea zonelor de nucleaţie prin interacţiunea cu faza anorganică, mai precis cu 

ionii de 2Ca din structura CP [271].  

Pentru obţinerea de compozite pe bază de Cs-ChS-CP s-a utilizat o concentraţie de ChS 

de 10%, raportat la cantitatea totală de biopolimeri utilizată în sinteză.  

Experienţele s-au desfăşurat după un program central de ordinul II. Codificarea 

variabilelor este dată în tabelul V.2. 
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Tabelul V.2. Valorile teoretice din programul experimental împreună cu valorile determinate 
pentru degradare şi retenţie pentru compozitele Cs-ChS-CP. 

 

 
X1 Cs-ChS X2 Ca/P 

Y1, 
Cs 

degradat 
(mmol/mL) 

Y2, 
Retenţie 

(%) 

Nr.exp Codat Cs %  Codat Ca/P   

1 -1,414 9,77 1,08 0 1,65 51,23 137,28 

2 1,414 35,29 3,91 0 1,65 52,87 188,67 

3 0 22,5 2,5 -1.414 1,579 52,47 105,88 

4 0 22,5 2,5 1.414 1,721 51,57 157,89 

5 0 22,5 2,5 0 1,65 51,68 139,53 

 

V.2. Analiza compozitelor obţinute prin procedeul amestecare–

uscare 
 

V.2.2. Analiza probelor prin XRD şi EDX 

 

Figura V.2 prezintă difractogramele pentru CP şi pentru compozitele cu diferite rapoarte 

de CP 100 % respectiv 89 % şi 60 %. Diferitele forme de CP au fost stabilite utilizând 

standardele JCPDS (tabelul V.3) 

 

Tabelul V.3. Diferite forme de CP prezente în compozitele Cs-Hya-CP conform JCPDS.  
 

 

 

 

 
 

 
*conform J.P.C.D.S. 

 
 

Raportul molar dintre calciu şi fosfor al fazei minerale din compozitele Cs-Hya-CP a fost 

obţinut din urma analizelor EDX efectuate, tabelul V.5. Datele EDX (figura V.3) confirmă 

existenţa diferitelor forme de CP în structura compozitelor, conform raportului Ca/P obţinut.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Unghi 
2θ 

Intensitate  
Număr 
index* 

Formula chimică 

23 121 09-0347 Ca(H2PO4)2 • H2O 
26 002 44-0778 Ca10(PO4)6 • (OH)2 
28 210 44-0810 Ca3H2(P2O7)2 • H2O 
31 112 72-1243 Ca10(PO4)6 • (OH)2 
49 213 72-1243 Ca10(PO4)6 • (OH)2 
53 004 02-1350 CaHPO4 
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Table V.5.  Raportul Ca/P iniţial şi final din compozitele Cs-CP.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.2. Difractogramele XRD pentru Cp şi compozitele Cs-ChS-CP. 
 

V.2.4. Studii de degradare in vitro şi morfologia compozitelor 

 

Degradarea compozitelor Cs-ChS-CP a fost efectuată pe o perioadă de 14 zile în soluţii 

PBS conţinând lizozim, rezultatele fiind prezentate în figura V.5. 

Datorită naturii hidrofile a Cs şi ChS, difuzia soluţiei de PBS la nivelul compozitelor pe 

bază de Cs-ChS-CP este mai rapidă decât degradarea acestora; prin urmare compozitele încep sa 

se umfle înainte să se degradeze. 

Se  poate observa că pentru studiile de degradare enzimatică, în care s-a urmărit efectul 

raportului de Cs, menţinând acelaşi raport Ca/P (1,65) şi ChS constant, asupra compozitelor Cs-

Probe 
(Cs+ChS %) 

Raportul 
teoretic Ca/P 

Raportul 
real Ca/P 

11 1,65 1,63 

25 1,65 1,75 

40 1,65 1,60 

25 1,57 1,62 

25 1,65 1,75 

25 1,72 1,35 
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V.2.5. Analiza mecanică 

 

Modulele de elasticitate Young pentru compozitele Cs-Hap-ChS, sunt reprezentate în 

figura V.7. Se observă că, pentru materiale în care se variază cantitatea de Cs, modulul de 

elasticitate cel mai ridicat îl au compozitele cu 40 % Cs. În ceea ce priveşte influenţa raportului 

Ca/P se observă că materialele cu un raport Ca/P-1,72 au un modul de elasticitate mai ridicat 

decât celelalte compozite. 

 

 

Figura V.7. Modulul de elasticitate:A-pentru compozitele cu acelaşi raport Ca/P-1,65;B-pentru 
compozitele cu acelaşi raport de biopolimer-25 %. 

 

La fel ca şi în sistemul Cs-Hap şi Cs-Hap-Hya  valorile modulului de elasticitate ale 

compozitelor pe bază de Cs-ChS-CP obţinute prin metode biomimetice au valori apropiate de 

cele întâlnite în ţesutul osos din organismul uman, recomandându-le în reconstrucţia defectelor 

osoase. 

 

V.3. Analiza compozitelor obţinute prin procedeul amestecare-

liofilizare 
 

V.3.2. Analiza mecanică a compozitelor Cs-CP liofilizate 

 

Determinarea proprietăţilor mecanice ale compozitelor pe bază de Cs-ChS-CP au fost 

efectuate pentru evaluarea modulului de elasticitate la compresiune, iar valorile obţinute sunt 

prezentate în figura V.9.  
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Figura V.9. Modulul de elasticitate la compresiune pentru compozitele cu: A-acelaşi raport Ca/P 
(1,65), B-aceeaşi cantitate de Cs-ChS (25 %). 

 
Comparativ cu compozitele Cs-ChS-CP obţinute prin amestecare—uscare acestea prezintă valori 

ale modulului de elasticitate mult mai reduse, fapt datorat porozităţii ridicate obţinute după 

liofilizarea probelor. 

 

V.4.   Concluzii 
 

1. Adaosul de ChS în compozitele Cs-CP influenţată de proprietăţile acestuia, fiind 

implicat în procesul de mineralizare alături de ionii de 2Ca , poate interacţiona cu 

componentele ECM , iar adăugarea de ChS  poate contribui  la  creşterea proprietăţilor 

osteoconductive. 

 

2. Compozitele au fost obţinute prin procedee biomimetice de co-precipitare a CP 

pe fibrele de Cs şi ChS via amestecare—uscare şi amestecare—liofilizare, urmărind formarea de 

CP cât mai aproape de procesul ce are loc in vivo (temperatură şi pH fiziologic). 

 

3. Formelor de CP au fost evidenţiate prin XRD şi determinarea raportului molar 

Ca/P s-a efectuat prin EDX. Datele obţinute la XRD au fost comparate cu standardele JCPDS, 

evidenţiind astfel formarea diferitelor forme de CP cu rapoarte Ca/P cuprinse între 1,35—1,75. 

Pentru compozitele cu 89 % CP, obţinute prin procedeul de amestecare—uscare dimensiunea 

critalelor şi cristalinitatea este similară cu cea a apatitelor biologice.  

 

4. Datorită caracterului hidrofil al Cs şi al ChS,  retenţia şi viteza de degradare sunt 

dependente de cantitatea de biopolimer precum şi de cantitatea de Ca din materiale. Retenţia de 

soluţie aposă în compozitele Cs-ChS-CP este asemănătoare cu cea a materialelor pe bază de Cs-

CP, dar mai scăzută decât cea a celor pe bază de Cs-Hya-CP. 
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5. Proprietăţile mecanice ale compozitelor Cs-ChS-CP oţinute prin metoda 

amestecare—uscare sunt mai bune comparativ cu compozitele Cs-Hya-CP dar mai reduse decât 

cele cu Cs-CP. Pentru materialele obţinute prin metoda amestecare—liofilizare, modulul de 

elasticitate la compresiune este similar cu cele ale compozitelor Cs-Hya-CP şi mai mici decât 

cele cu Cs-CP. Toate valorile obţinute la testele mecanice sunt similare cu proprietăţile ţesutului 

osos spongios. 
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VI. STUDII IN VITRO ASUPRA BIOCOMPATIBILITĂŢII 
MATERIALELOR 

 
Unul dintre factorii cei mai des importanţi care controlează performanţa generală a unui 

produs în ingineria tisulară este biocompatibilitatea. Cea mai importantă caracteristică care 

distinge un biomaterial de orice alt material este capacitatea sa de a exista în contact cu ţesuturile  

sau componente ale ţesuturilor, din corpul uman, fără a provoca nicio reacţie adversă. 

„Biocompatibilitatea” este o noţiune utilizată pe scară largă în domeniul ştiinţei 

biomaterialelor, dar există încă o mare  incertitudine cu privire la ceea ce înseamnă de fapt şi 

despre mecanismele care sunt subsumate în cadrul fenomenelor care constituie colectiv 

biocompatibilitatea. 

Este pe deplin acceptat faptul că materialele biocompatibile trebuie să prezinte proprietăţi 

non-toxice, non-imonogenice, non-trombogenice, non-cancerigenice, non-iritante etc. 

Cumularea acestor caracteristici într-un material îi evidenţiază în mod implicit caracterul de 

material biocompatibil. 

De asemenea, biocompatibilitatea suporturilor tridimensionale pentru ingineria tisulară 

poate fi definită ca fiind: ”capacitatea unui material de a se comporta ca un substrat, cu 

proprietăţi optime pentru activitatea celulară, cu scopul de a optimiza regenerarea tisulară, fără a 

provoca nici un răspuns advers din partea ţesutului gazdă ”. 

În vederea evaluării testelor de biocompatibilitate, selecţia materialelor a fost strâns 

legată de compoziţia fizico-chimică şi proprietăţile mecanice ale fiecărui tip de compozit în 

parte.  

Biomaterialele pe care s-au efectuat culturi celulare şi ulterior viabilitate/citotoxicitate, 

determinarea VEGF-ului şi morfologia celulară, au fost cele pe bază de Cs-CP. În cadrul 

studiilor de biocomaptibilitate s-au utilizat din programul experimental, probele ce au în 

componenţa lor cea mai mare şi cea mai mică cantitate de Cs teoretic. 

 

VI.1. Evaluarea citotoxicităţii celulare directe  
 

Datorită sensibilităţii ridicate a celulelor utilizate în aceste experimente (MG63, HOS, 

HDMEC), o evaluare a citotoxicităţii directe poate furniza date extrem de importante cu privire 

la eliberarea unor compuşi citotoxici, înglobaţi în structura compozitelor în momentul sintezei 

sau neîndepărtaţi, care pot influenţa negativ ataşarea şi proliferarea celulară. În cazul în care 

materialul supus testării eliberează compuşi citotoxici, viabilitatea celulară este rapid influenţată 

şi se poate observa o scădere a acesteia în primele 24 h din momentul în care celulele au fost 

puse în contact direct cu materialul. 

 Pentru evaluarea citotoxicităţii celulare directe, biomaterialele, care în prealabil au fost 

sterilizate, au fost puse în contact direct cu osteoblaste de linie MG63 şi HDMEC timp de 24 h 
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după care celulele viabile au fost marcate cu ajutorul unui marker fluorescent (Calcein AM), 

figura VI.1.Controlul este reprezentat de celule ce au fost cultivate pe godeuri în condiţii identice 

ca şi probele studiate. 

După cum se poate observa în figura VI.1 viabilitatea, morfologia şi structura celulelor 

(MG63 respectiv HDMEC) este similară cu cea a controlului. S-a constatat că după 24 ore 

compozitele nu influenţează negativ proliferarea şi dezvoltarea celulară. Rezultatele astfel 

obţinute evidenţiază faptul că materialele utilizate nu sunt citotoxice sau nu eliberează substanţe 

citotoxice care să influenţeze negativ proliferarea celulară, astfel pot fi testate pe culturi celulare 

in vitro pe termen lung. 
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Figur VI.1. Structura şi morfologia celulelor cultivate pe compozitele Cs-CP la 24h 
(marcare Calcein AM). 
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VI.2. Studierea viabilităţii celulare — teste MTS 
 

Sarea de tetrazoliu (MTS) este redusă de către celulele viabile într-un produs colorat 

numit formazan, care este solubil în mediul de cultură. Cantitatea de formazan produsă este 

măsurată spectofotometric la 492 nm, iar această valoare este direct proporţională cu numărul de 

celule viabile din culturile de celule. 

Rezultatele de la testul MTS pentru toate cele trei tipuri de celule utilizate (MG63, HOS 

şi HDMEC) sunt prezentate în figurile VI.2-VI.4. 

 

Figura VI.2. Viabilitatea celulară la diferite intervale de timp pentru compozitele Cs-CP în 
culturi celulare—MG 63. Au fost efectuate trei determinări pentru fiecare compozit, iar valoarea 

medie a fost luată ca referinţă ± s.d. 
 

 

Figura VI.3. Viabilitatea celulară la diferite intervale de timp pentru compozitele Cs-CP în 
culturi celulare—HOS. Au fost efectuate trei determinări pentru fiecare compozit, iar valoarea 

medie a fost luată ca referinţă ± s.d. 
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Se poate observa faptul că pentru analizele în care s-au utilizat celule osteoblaste (de 

linie—MG63 şi primare—HOS), viabilitatea celulară este puţin mai ridicată pentru probele ce au 

în componenţă o cantitate redusă de Cs (11%), deoarece aceste tipuri de celule sunt direct 

răspunzătoare de formarea ţesutului osos. Acest fapt poate fi datorat conţinutului ridicat de CP 

(89 %), ce este recunoscut de către celulele osteoblaste ca fiind o structură similară cu cea a 

ţesutului osos natural.  

Din datele obţinute se poate afirma că pentru fiecare tip de celule utilizat, în studiile de 

viabilitate celulară, rezultatele prezintă aceeaşi tendinţă de creştere a viabilităţii în timp, 

confirmând astfel posibilitatea utilizării acestor compozite în ingineria tisulară a ţesutului osos. 

 

 
 

Figura VI4. Viabilitatea celulară la diferite intervale de timp pentru compozitele Cs-CP în 

culturi celulare—HDMEC. Au fost efectuate trei determinări pentru fiecare compozit, iar valoarea 

medie a fost luată ca referinţă ± s.d. 

 

Rezultatele testelor de viabilitate celulară confirmă că materialele compozite studiate nu 

sunt citotoxice în comparaţie cu controlul. Mai mult decât atât, viabilitatea celulară la 336 h 

după culturile de celule, pentru cele trei tipuri de celule, este mai mare de 80 % ceea ce indică 

faptul că în timp celulele proliferează pe compozitele utilizate în aceste teste. 

 

VI.3. Evaluarea activităţii LDH-ului 
 

Această analiză utilizează metoda colorimetrică ce se bazează pe măsurarea cantităţii de 

LDH (o enzimă stabilă citosolic) şi eliberată în mediul de cultură de către celulele ce prezintă 

membrana celulară distrusă, rezultând în conversia sării de tetrazoliu în formazan de culoare 

roşie; intensitatea culorii formate este proporţională cu numărul de celule moarte. Rezultatele 

obţinute pentru densitatea optică la 490 nm, măsură a eliberării LDH  la diferite intervale de 

timp, sunt prezentate în figurile VI.5-VI.7. 
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Figura VI.5.  Evaluarea eliberării de LDH la diferite intervale de timp pentru compozitele 
Cs-CP în culturi celulare—MG 63. Au fost efectuate  trei determinări pentru fiecare compozit, iar 

valoarea medie a fost luată ca referinţă ± s.d. 
 

După cum se poate observa, valorile de LDH obţinute pentru compozitele Cs-CP, la 

diferite intervale de timp, indiferent de tipul de celule utilizat, sunt uşor mai ridicate în 

comparaţie cu controlul. Aceste date evidenţiază astfel o citotoxicitate minimă exprimată de 

celule în culturile celulare pe compozitele Cs-CP, fiind în corelaţie cu datele obţinute anterior la 

determinarea viabilităţii celulare prin teste MTS. 

 

 

Figura VI.6.  Evaluarea eliberării de LDH la diferite intervale de timp pentru compozitele 
Cs-CP în culturi celulare—HOS. Au fost efectuate trei determinări pentru fiecare compozit, iar 

valoarea medie a fost luată ca referinţă ± s.d. 
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Figura VI.7.  Evaluarea eliberării de LDH la diferite intervale de timp pentru compozitele 
Cs-CP în culturi celulare—HDMEC. Au fost efectuate trei determinări pentru fiecare compozit, iar 

valoarea medie a fost luată ca referinţă ± s.d. 
  

VI.4. Cuantificarea VEGF-ului 
 

Analiza în timp a expresiei de VEGF în mediul de cultură pentru diferite tipuri de celule 

(MG63, HOS şi HDMEC) este prezentată în figura VI.8 şi figura VI.9. VEGF este unul dintre 

factorii de creştere cei mai importanţi implicaţi în procesul de angiogeneză şi, de asemenea, este 

un factor pro-angiongenetic cu acţiuni directe asupra funcţiilor osteoblastelor [276, 277]. 

Celulele MG63 cultivate pe compozitele Cs-CP prezintă valori similare de VEGF cu 

controlul (Figura VI.8).  

 

 

Figura VI.8.  Variaţia de VEGF la diferite intervale de timp pentru compozitele Cs-CP în 
culturi celulare—MG 63. Au fost efectuate trei determinări pentru fiecare compozit în parte, iar 

valoarea medie a fost luată ca referinţă ± s.d. 
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Celulele HOS crescute pe acelaşi tip de compozite evidenţiază valori ale VEGF-ului mult 

mai ridicate decât cele din control (Figura VI.9). Concentraţiile de VEGF din mediul de cultură a 

MG63 este de 3-9 ori mai mare decât cele obţinute în culturile HOS; în culturile HDMEC nu s-a 

determinat VEGF.  

Datorită faptului că Ob sunt sursa predominantă de VEGF [278], acest fapt explică 

valorile crescute  obţinute în culturile cu MG63. Din studiile in vivo efectuate [279-281] s-a 

observat că VEGF este un factor important în monitorizarea biologică şi patologică a răspunsului 

ţesuturilor după implantare. 

 

 

Figura VI.9.  Variaţia de VEGF la diferite intervale de timp pentru compozitele Cs-CP în 
culturi celulare—HOS. Au fost efectuate trei determinări pentru fiecare compozit, iar valoarea 

medie a fost luată ca referinţă ± s.d. 
 

Creşterea expresiei de VEGF acţionează sinergetic in vivo cât şi in vitro [282] sugerând 

astfel că eventualele teste in vivo pentru aceste compozite pe bază de Cs-CP ar putea avea ca 

rezultat o creştere a  vascularizării. De altfel VEGF creşte la modificări ale mediului extracelular 

[283] şi este un important factor în remodelarea şi diferenţierea osteoblastelor [284]. O creşterea 

a expresiei de VEGF apare înainte de a se realiza o creştere a noului ţesut osos format [285]. 
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VI.5. Vizualizarea  compozitelor după culturi celulare 
 

Morfologia, viabilitatea şi distribuţia celulară pentru culturile cu MG63 a fost studiată cu 

ajutorul microscopiei confocale cu baleiaj laser (figura VI.10).  

 

 Cs 11% Cs 40% 

16
8 

h
 

33
6 

h
 

 
Figura VI.10. Structura celulelor MG63 (microscopie confocală cu baleiaj laser) marcate cu 

Calcein AM pentru compozitele Cs-CP; imaginile au fost efectuate la 168 h respectiv 336 h după 
cultivarea celulelor MG63 pe compozite. 

 
Această metodă de evidenţiere a structurii şi morfologiei celulare este importantă pentru 

a putea observa dacă celulele proliferate sunt distribuite în întreaga structură a biomaterialelor 

sau doar în anumite regiuni. După cum este prezentat în figura VI.10, celulele viabile din 

structura compozitelor Cs-CP au fost evidenţiate prin marcarea acestora cu Calcein AM după 

168 h, respectiv 336 h de la cultivarea celulară. Se observă că celulele sunt distribuite în toată 

300 μm

300 μm 300 μm
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structura compozitelor Cs-CP, sunt întinse peste pori şi au o morfologie similară cu a celulelor 

normale.  

Acelaşi lucru este evidenţiat şi de marcarea nucleelor celulare. Marcarea nucleelor 

celulelor MG63 cu DAPI (figura VI.11 A şi B), un reactiv care se leagă specific de ADN-ul 

regiunilor celulare bogate în tiamină, este evidenţiată la 336 h de cultură celulară. Nucleele 

celulelor MG63 sunt marcate în albastru şi din datele obţinute se poate afirma că celulele 

cuprind întreaga structură a compozitelor Cs-CP. Rezultatele obţinute indică faptul că aceste 

compozite joacă un rol important în proliferarea şi distribuţia celulară. 

 

  

 
Figura VI.11. Structura nucleelor celulelor MG63 (microscopie confocală cu baleiaj laser) 

marcate cu DAPI pentru compozitele: A—11% Cs şi B—40% Cs; imaginile au fost efectuate la  
336 h după cultivarea celulelor MG63 pe compozite. 

 
VI.6. Concluzii 

 

1. Efectuarea unor teste de biocompatibilitate cu diferite tipuri de celule specifice, 

este necesară pentru materialele ce au ca potenţial de aplicabilitate ingineria tisulară. De aceea 

realizarea unor teste de viabilitate/citotoxicitate celulară precum şi a unor teste imunoenzimatice 

pentru determinarea unor factori de creştere cu rol în procesul de ataşare şi proliferare celulară 

este imperios necesară în evaluarea proprietăţilor materialelor cu aplicaţii biomedicale. 

 

2. Testele de viabilitate celulară directă nu au evidenţiat o scădere a acesteia, după 

24 h de la punerea în contact a celulelor cu compozitele studiate, fapt ce demonstrează că 

materialele nu sunt citotoxice sau nu eliberează substanţe citotoxice care să influenţeze 

morfologia şi proliferarea celulară. 

 

3. Rezulatele testelor MTS de viabilitate celulară sunt în corelaţie cu analizele de 

evaluare a eliberării LDH-ului de către celule şi evidenţiază o viabilitate celulară crescută pentru 

celulele MG63 cât şi HOS, respectiv HDMEC, utilizate la intervale de timp de până la 336 h. 

150 μm 150 μm

A B
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4. Din evaluarea expresiei genetice a VEGF-ului se remarcă o tendinţă de creştere în 

timp atât pentru culturile celulare de MG63 cât şi cu cele de HOS. Această creştere este corelată 

cu procesul de angiogeneză şi în cel de formare de nou ţesut osos. 

 

5. Evidenţierea structurii celulare şi a nucleelor acestora a fost realizată cu ajutorul 

microscopiei electronice de baleiaj laser, prin marcarea specifică a acestor componente. Prin 

această tehnică a fost studiată  distribuţia celulară în toată structura compozitelor Cs-CP. 

 

6. Datele rezultate în urma studiilor de biocompatibilitate a compozitelor Cs-CP 

indică faptul că acestea joacă un rol important în proliferarea şi distribuţia celulară, indicând 

astfel posibilitatea testării in vivo a acestor materiale pe animale de experienţă. Rezultatele 

obţinute confirmă faptul că materialele compozite au potenţial de aplicare în ingineria tisulară a 

osului. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Concluzii Generale 
 
 
 

39 
 

VII. CONCLUZII GENERALE 
 

Biomaterialele compozite care au în componenţă biopolimeri şi CP au cunoscut o atenţie 

deosebită în studile teoretice şi aplicative care abordează fenomene şi tehnologii de realizare a 

substituenţilor osoşi, ca urmare a caracteristicilor de biocompatibilitate conferite de către 

macromoleculele naturale şi CP. Se pot obţine noi compozite conţinând o fază organică 

(polimeri naturali) şi o fază anorganică (CP) ca alternativă pentru substituenţii osoşi tradiţionali. 

 Încadrându-se în preocupările privind valorificarea superioară a caracteristicilor 

polimerilor naturali şi CP, lucrarea aduce noi contribuţii în domeniul obţinerii de noi 

biomateriale compozite pe bază de biopolimeri (Cs, Hya, ChS)  şi CP cu aplicaţii în ingineria 

ţesutului osos. Cercetările efectuate şi rezultatele obţinute pot fi concluzionate astfel: 

 

 Stadiul actual al cercetărilor privind materiale clasice utilizate ca substituenţi 

osoşi de autogrefe şi alogrefe au relevat unele dezavantaje pe care le prezintă aceste 

materiale (disponibilitatea limitată a cantităţii de ţesut osos ce poate fi prelevat de la 

acelaşi pacient, necesitatea unei alte intervenţie chirurgicale, dureri cronice post-

operatorii, risc de infecţie, transmiterea diferitelor boli) încât s-a impus necesitatea 

obţinerii de noi materiale natural-sintetice ca alternativă pentru substituţia osoasă actuală. 

 

 Până în prezent o varietate de materiale natural-sintetice au fost studiate ca 

potenţiale produse pentru ingineria tisulară a ţesutului osos. Materialele polimerice 

naturale simple sunt biocompatibile, interacţionează bine cu diferite tipuri de celule dar 

au dezavantajul de a avea proprietăţi mecanice neadecvate. O combinaţie dintre polimerii 

naturali şi CP duc la obţinerea în final a unui compozit ce îmbină proprietăţile ambelor 

tipuri de materiale. 

 

 Strategiile biomimetice sunt inspirate din procesele naturale de mineralizare, unde 

mineralele sintetizate de către organism sunt combinate de obicei sub formă de 

compozite cu proteine, polizaharide sau alte fome de minerale în condiţii fiziologice de 

temperatură (37 ⁰C) şi pH (7,2—7,4). Aceste condiţii permit încorporarea de substanţe 

bioactive fără compromiterea performanţelor şi îmbunătăţind funcţionalitatea fazei 

anorganice. 

 

 S-au obţinut compozite pe bază de biopolimeri (Cs, Hya, ChS) şi CP prin metode 

biomimetice, utilizând precursori ai hidroxiapatitei (CaCl2 şi NaH2PO4), prin co-

precipitarea acestora în soluţia de biopolimer în prezenţa hidroxidului de amoniu, la 

pH=7,2 şi temperatură de 37 ⁰C. 
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 Gradul de deacetilare, hidrofilia şi conţinutul de Cs sunt factori importanţi ce 

influenţează proprietăţile noilor materiale. Din comportamentul compozitelor în soluţii 

de interes biologic s-a constatat că o creştere a conţinutului de Cs în amestec determină 

creşterea capacităţii de absorbţie a soluţiilor tampon.  

Proprietatea materialelor poroase pe bază de biopolimeri-CP de a reţine soluţia de 

PBS sau PBS-albumină umană este atribuită atât hidrofiliei acestora, interacţiunilor 

chimice cât şi structurii tridimensionale şi porozităţii. Cel mai ridicat grad de retenţie este 

observat la compozitele Cs-Hya-CP, fapt datorat în mare măsură caracterului hidrofil al 

Cs şi Hya. 

 

 Din studiile de degradare enzimatică se poate observa o degradare lentă a 

compozitelor biopolimeri-CP, fapt atribuit cristalinităţii şi masei molare ridicate a Cs. 

Fibrele biopolimerice interactionează puternic cu cristalele de CP, ceea ce împiedică  

acţiunea în profunzime a enzimei, rezultând astfel o acţiune lentă  a acesteia asupra 

matricei polimerice; efectul acestui comportament îl reprezintă degradarea controlată in 

vivo a noilor materiale compozite. 

 

 Din analizele de compoziţie a fazei anorganice prin XRD, se poate observa 

obţinerea unui amestec de CP prin procedeul biomimetic folosit. Compozitele  au în 

componenţa lor atât hidroxiapatită cât şi diferiţi CP: fosfatul dicalcic, bruşitul, fosfatul de 

calciu amorf, octofosfatul de calciu, trifosfatul de calciu, toţi acestia fiind implicaţi în 

formarea de nou ţesut osos. Din analiza dimensiunilor cristalelor şi a cristalinităţii CP s-a 

observat că valorile similare cu cele ale apatitelor biologice se regăsesc pentru sistemul 

Cs-CP, iar adăugarea de Hya şi ChS în sistem duce la modificarea acestor caracteristici. 

Datele obţinute la XRD sunt în concordanţă cu rezultatele EDX care confirmă prezenţa 

diferitelor forme de CP, cu un raport Ca/P ce variază între 1,35 şi 1,76. 

 

 Morfologia compozitelor pe bază de biopolimeri şi fosfaţi de calciu este în primul 

rând influenţată de cantitatea de biopolimer din compoziţia materialelor finale cât şi de 

procedeul de obţinere (amestecare-uscare, amestecare-liofilizare). Pentru compozitele 

obţinute prin procedeul amestecare-liofilizare, acestea prezintă o porozitate ridicată cât şi 

o dimensiune a porilor mult mai mare decât pentru compozitele obţinute prin amestecare-

uscare. 

 

 Testarea din punct de vedere mecanic este necesară deoarece aceste materiale 

configurate ca substituenţi ai ţesutului osos trebuie să îndeplinească atât caracteristicile 

fizico-chimice ale acestuia cât şi proprietăţile sale mecanice. Astfel testele mecanice au 

evidenţiat module de elasticitate la compresiune asemănătoare cu cele ale ţesutului osos 

spongios pentru compozitele Cs-CP. În ceea ce priveşte influenţa GAG asupra 
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proprietăţilor mecanice, cele mai bune rezultate au fost obţinute pentru compozitele ce 

conţin ChS. 

 

 Testele MTS de viabilitate celulară efectuate pe compozitele Cs-CP, sunt în 

corelaţie cu analizele de evaluare a eliberării LDH-ului de către celule şi evidenţiază o 

viabilitate celulară crescută pentru toate tipurile de celule utilizate (MG63, HOS şi 

HDMEC), la intervale de timp de până la 336h. 

 

 Din evaluarea expresiei genetice a VEGF-ului se remarcă o tendinţă de creştere în 

timp atât pentru culturile celulare de MG63 cât şi cu cele de HOS. Această creştere este 

corelată cu procesul de angiogeneză şi cu cel de formare a noului ţesut osos. Testele de 

citotoxicitate in vitro au arătat faptul că materialele compozite realizate nu sunt 

citotoxice. 

 

 Rezultatele obţinute indică posibilitatea utilizării compozitelor pe bază de 

biopolimeri şi CP realizate prin procedee biomimetice de co-precipitare, propus în 

lucrare, în aplicaţii legate de substituţia ţesutului osos. 
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