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Introducere

Nanotehnologia (NT) a devenit un domeniu de cercetare in continud expansiune, avand
aplicatii semnificative in multiple domenii, inclusiv in stomatologie. NT se axeaza pe proiectarea,
fabricarea si caracterizarea materialelor, structurilor si dispozitivelor la scard nanometrica, oferind
modificari esentiale ale proprietatilor fizico-chimice ale acestora, cum ar fi imbunatatirea rezistentei
mecanice, a conductivitdtii electrice, a biocompatibilitatii si a activitatii antimicrobiene [1-5].

In stomatologie, NT a deschis noi directii de cercetare si aplicabilitate, de la detectare si
diagnostic precoce pana la optiuni de tratament inovatoare. Materialele nanostructurate (MN )sunt
utilizate pentru remineralizarea dentinei, reducerea hipersensibilitatii dentare, imbunatatirea adeziunii
materialelor de restaurare si protectia impotriva infectiilor bacteriene. Un domeniu de mare interes il
reprezinta utilizarea nanoparticulelor (NP), care sunt integrate in compozitele dentare pentru cresterea
transluciditatii, imbunatatirea rezistentei la uzura si inhibarea formarii biofilmului bacterian [6-8]. De
asemenea, nanoparticulele sunt utilizate in acoperiri dentare si sigilanti pentru dezinfectarea canalelor
radiculare, protectia tubulilor dentinari expusi si reducerea sensibilitatii dentare. In plus,
nanoparticulele de aur si argint sunt investigate ca agenti de radiosensibilizare in terapia cancerului
oral, imbunatatind eficacitatea radioterapiei prin stimularea distrugerii celulelor maligne [9,10].

In ciuda beneficiilor sale, NT ridica provocari legate de posibile efecte secundare asociate
dimensiunilor reduse ale nanoparticulelor, care pot determina acumularea acestora in organe, aparitia
inflamatiilor si riscul de efecte mutagene. De asemenea, costurile ridicate de productie, lipsa
reglementarilor clare si cunostintele limitate asupra interactiunilor dintre nanoparticule si organismul
uman sunt obstacole ce trebuie depasite prin cercetdri suplimentare [11-16].

Aceasta cercetare 1si propune sa dezvolte si sd caracterizeze nanomateriale inovatoare pentru
regenerarea osoasa si protectia implanturilor dentare, raspunzand necesitatii de a depasi limitdrile
materialelor conventionale utilizate Tn stomatologie, cum ar fi integrarea insuficientd a implanturilor,
infectiile peri-implantare si regenerarea osoasa deficitard. Nanomaterialele propuse ofera solutii
avansate pentru optimizarea osteointegrarii, reducerea riscului de infectii post-implantare si
imbundtdtirea performantei materialelor restaurative, asigurand in acelasi timp o compatibilitate
biologica superioara. Aceasta cercetare umple un gol in literatura de specialitate, oferind date concrete
asupra eficientei nanomaterialelor in protejarea implanturilor dentare si sustinerea regenerarii osoase.
Prin integrarea nanoparticulelor multifunctionale si explorarea aplicabilitdtii nanotehnologiei in
stomatologie, studiul contribuie semnificativ la dezvoltarea materialelor dentare avansate si deschide
noi directii pentru tratamente mai eficiente, sigure si personalizate. Rezultatele obtinute au potentialul
de a redefini standardele in implantologie si medicina dentara regenerativa, oferind solutii sustenabile
pentru imbunatatirea calitdtii vietii pacientilor.

Teza de doctorat este structurata in doua sectiuni principale: partea de literaturd si partea
dedicata contributiilor personale, urmate de concluziile generale si evidentierea elementelor de
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originalitate. Partea de literaturd cuprinde trei capitole care oferd o baza teoreticd solidd pentru
cercetarea realizatd. Capitolul 1 prezintd caracteristicile si metodele de obtinere ale materialelor
nanostructurate, acoperind clasificarea acestora si principalele tehnici de sinteza. Capitolul 2
exploreaza aplicatiile nanomaterialelor in stomatologie, detaliind utilizérile lor in diverse ramuri ale
domeniului, de la tratamente ortodontice la implantologie dentara si diagnosticul afectiunilor orale.
Capitolul 3 analizeaza siguranta, eficienta si perspectivele nanomaterialelor in stomatologie, cu
asociate. Partea de contributii personale este compusa din cinci capitole. Capitolul 4 prezinta ipotezele
de lucru si obiectivele generale ale cercetarii. Capitolul 5 se axeaza pe analiza statistica a factorilor
de risc si a complicatiilor post-operatorii asociate implanturilor dentare, oferind o perspectiva
detaliata asupra corelatiilor clinice. Capitolele 6 si 7 sunt dedicate cercetarilor experimentale:
Capitolul 6 abordeaza dezvoltarea si caracterizarea nanoparticulelor Zn.SnO+@Si10-@5-FU pentru
regenerarea osoasa §i terapie antimicrobiand si antitumorald, iar Capitolul 7 exploreaza sinteza si
aplicarea acoperirilor nanostructurate pe bazd de PMMA/ZnO(NanoAg) pentru protectia bonturilor
dentare. Capitolul 8 sintetizeaza concluziile generale ale tezei, iar Capitolul 9 evidentiaza
originalitatea si contributiile inovative ale cercetarii, punctand aspectele care aduc valoare adaugata
domeniului stomatologic.

CAPITOLUL 4. IPOTEZE DE LUCRU SI OBIECTIVELE
GENERALE

Tema tezei de doctorat, ,Materiale nanostructurate pentru aplicatii stomatologice”, este
justificata de necesitatea de a depasi limitarile materialelor conventionale utilizate in stomatologie.
Stomatologia moderna se confruntd cu provocari semnificative, precum infectiile peri-implantare,
regenerarea insuficienta a tesuturilor osoase si integrarea defectuoasa a materialelor de umplere sau
a implanturilor cu tesuturile gazda. Aceste probleme, adesea asociate cu esecuri clinice, genereaza
disconfort pentru pacienti, complicatii postoperatorii si costuri suplimentare pentru sistemele de
sanatate.

Nanotehnologia oferd o abordare inovatoare a acestor provocari datorita capacitatii sale de a
modifica proprietatile fizico-chimice si biologice ale materialelor la nivel nanometric.

Scopul acestei teze de doctorat este de a dezvolta si evalua nanomateriale avansate, precum
Zn2SnO4 acoperit cu Si0: si functionalizat cu 5-Fluorouracil, alaturi de compozite bazate pe PMMA -
Zn0/Zn0O-Ag, pentru aplicatii inovatoare in stomatologie. De asemenea, sunt analizati factorii de risc
care pot influenta succesul tratamentului de aplicare a unui implant pentru implementarea unor
protocoale individualizate.

Ipoteza de lucru a acestui studiu a fost formulatd pe baza premiselor teoretice si clinice
conform carora succesul tratamentului cu implanturi dentare este influentat de o serie de factori de
risc, printre care se numara fumatul, diabetul, hipertensiunea arteriala, respectarea indicatiilor post-
operatorii si numarul de implanturi plasate. Se presupune ca gestionarea optima a acestor factori poate
reduce incidenta complicatiilor post-operatorii si poate imbunatati rata de succes a implanturilor
dentare.

Analiza statistica a fost conceputa pentru a testa aceasta ipoteza si pentru a determina relatiile
existente intre factorii de risc si evolutia post-operatorie a pacientilor. Printr-o abordare cantitativa
riguroasd, au fost evaluate distributiile factorilor de risc, corelatiile acestora cu complicatiile
observate si impactul fiecdrei variabile asupra succesului implantologic.
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Studiul si-a propus sa identifice asocieri semnificative statistic care pot ghida deciziile clinice
si pot contribui la Tmbunatatirea protocoalelor terapeutice. Rezultatele obtinute in urma analizei
statistice ofera o perspectiva clard asupra modului in care factorii de risc pot influenta succesul
tratamentului implantologic si sugereaza directii pentru optimizarea managementului post-operator.
Aceste date pot contribui la dezvoltarea unor strategii personalizate de preventie si tratament,
asigurand o mai bund monitorizare a pacientilor si Tmbunatatirea calitdtii vietii acestora post-
interventie.

O alta ipoteza de lucru a acestei cercetari porneste de la teoria ca utilizarea nanomaterialelor
avansate, precum nanoparticulele de Zn.SnOs acoperite cu SiO: si functionalizate cu 5-Fluorouracil
(5-FU), alaturi de materiale compozite PMMA-ZnO/ZnO-Ag, poate imbunatati semnificativ
performanta materialelor stomatologice utilizate in regenerarea osoasd si protectia implanturilor.
Nanoparticulele de Zn:SnO4@SiO-@5-FU sunt investigate pentru capacitatea lor de a sprijini
regenerarea osoasd maxilard, in timp ce materialele compozite PMMA-ZnO/ZnO-Ag sunt analizate
pentru a preveni formarea biofilmului pe suprafetele bonturilor dentare.

Aceste materiale sunt considerate capabile sd ofere solutii inovatoare prin combinarea

proprietatilor antimicrobiene, antitumorale si de regenerare tisulard, asigurand o biocompatibilitate
crescutd si reducand riscurile asociate infectiilor peri-implantare. Cercetarile in vitro efectuate vor
investiga eficienta nanomaterialelor in inhibarea cresterii bacteriilor patogene relevante pentru
cavitatea orala, precum si in reducerea viabilitatii celulelor tumorale, prin mecanisme legate de stresul
oxidativ si interactiunea directd cu membranele celulare.
Cercetdrile in vitro vor evalua interactiunea acestor materiale cu celulele umane relevante pentru
regenerarea osoasd, testdnd proliferarea, viabilitatea si diferentierea acestora In prezenta
nanoparticulelor studiate. Aceste teste vor oferi o intelegere aprofundatd a potentialului
nanomaterialelor de a sustine regenerarea tisulara Intr-un mod sigur si eficient.

Obiectivele generale ale acestui studiu au inclus: (i) Evaluarea incidentei
complicatiilor post-operatorii si a factorilor care le influenteaza; (i1) Analiza relatiei dintre fumat,
diabet, hipertensiune si succesul implanturilor dentare; (iii) Investigarea impactului respectarii
indicatiilor post-operatorii asupra reducerii riscului de complicatii; (iv) Determinarea influentei
numarului de implanturi asupra evolutiei post-operatorii si a necesitatii unui follow-up medical; (v)
Compararea rezultatelor obtinute cu datele existente In literatura de specialitate pentru a evalua
coerenta concluziilor cu studiile anterioare.

Alt obiectiv are in vedere verificarea potentialului nanoparticulelor Zn.SnO+@Si10@5-FU
pentru sustinerea regenerarii osoasd maxilard prin stabilitatea crescutd in solutie precum si
capacitatea lor de inhibare a bacteriilor Gram-pozitive si reducerea viabilitdtii celulelor canceroase
prin mecanisme de stres oxidativ. In mod similar, materialele compozite PMMA-Zn0O/ZnO-Ag sunt
evaluate pentru abilitatea lor de a proteja suprafetele bonturilor dentare impotriva infectiilor prin
reducerea formarii biofilmului bacterian si promovarea unei mai bune interactiuni cu tesuturile peri-
implantare.

Cercetarea urmareste caracterizarea detaliata a proprietatilor fizico-chimice si structurale ale
nanomaterialelor utilizate. Nanoparticulele de Zn:SnO4@SiO-@5-FU si PMMA-ZnO/ZnO-Ag vor fi
analizate utilizand tehnici avansate, cum ar fi difractia de raze X, microscopie electronica baleiaj si
spectroscopie de infrarosu, pentru a confirma structura, compozitia si stabilitatea materialelor
dezvoltate.
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In cadrul cercetirii, se va pune un accent deosebit pe optimizarea proprietitilor aplicative ale
nanomaterialelor pentru utilizarea lor in stomatologie.

Prin abordarea acestor inovatii, se urmareste obtinerea unor materiale capabile sa reduca
riscurile asociate infectiilor peri-implantare, sd sprijine regenerarea tisulara complexa si sa asigure o
integrare optima cu tesuturile adiacente. Scopul final este crearea unei baze stiintifice solide pentru
introducerea nanomaterialelor In practica stomatologicd modernd, oferind solutii personalizate si
eficiente pentru nevoile clinice actuale.

CAPITOLUL 5. ANALIZA STATISTICA A FACTORILOR DE RISC
SI A COMPLICATIILOR POST-OPERATORII ASOCIATE
IMPLANTURILOR DENTARE

5.2. Materiale si metode

5.2.1. Descrierea lotului de pacienti si criteriile de includere/excludere

Studiul a fost realizat pe un lot de 250 de pacienti care au beneficiat de implanturi dentare
intr-o perioada determinata, in cadrul unei unitati stomatologice specializate. Selectia pacientilor s-a
efectuat pe baza unor criterii stricte de includere si excludere, menite sa asigure omogenitatea
esantionului si relevanta rezultatelor obtinute.

Pentru a fi inclusi in studiu, pacientii trebuiau sd se incadreze intr-o categorie de varsta
cuprinsa Intre 25 si 75 de ani, sa nu prezinte antecedente de boli autoimune severe si sd fi urmat un
tratament cu implanturi dentare intr-un interval de timp definit. De asemenea, au fost luati in
considerare doar pacientii care au acceptat sd participe la studiu si si-au exprimat consimtamantul
informat.

Au fost exclusi pacientii cu afectiuni sistemice grave care ar putea influenta osteointegrarea
implanturilor, precum si cei aflati sub tratament cronic cu medicamente imunosupresoare. De
asemenea, nu au fost inclusi in studiu pacientii care nu au respectat programul de monitorizare
postoperatorie sau care nu au putut furniza date complete pentru analiza.

5.5. Concluzii

Rezultatele acestui studiu ofera o perspectiva detaliatd asupra factorilor de risc si
complicatiilor post-operatorii asociate implanturilor dentare. Analiza statistica a evidentiat impactul
negativ al unor variabile precum fumatul, diabetul, hipertensiunea, indicele corporal, respectarea
indicatiilor post-operatorii si numarul de implanturi asupra evolutiei tratamentului implantologic.
Apare astfel sublinierea importantei unei abordari multidisciplinare in tratamentul implantologic, care
sd includd o evaluare detaliatd a factorilor de risc, o strategie de preventie personalizatd si o
monitorizare post-operatorie adecvata. Pentru viitor, sunt necesare studii suplimentare care sa
exploreze efectele pe termen lung ale acestor factori de risc si sd identifice noi strategii de preventie
a complicatiilor. De asemenea, integrarea unor tehnologii avansate, precum utilizarea biomaterialelor
optimizate si a terapiilor regenerative, ar putea reprezenta directii promitatoare pentru Imbunatatirea
succesului tratamentului implantologic.
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CAPITOLUL 6. NANOPARTICULE DE TIP
Zn:Sn0.@Si0:@5-FU: UN ADITIV MULTIFUNCTIONAL
PENTRU RECONSTRUCTIA OSOASA MAXILARA CU
PROPRIETATI ANTIMICROBIENE SI ANTITUMORALE

Obiectivul principal al acestui studiu este dezvoltarea si caracterizarea nanoparticulelor
multifunctionale Zn.SnO+@S10-@5-FU ca aditiv pentru materialele de umplere osoasd destinate
reconstructiei maxilo-faciale dentare. Cercetarea isi propune sa evalueze integritatea structurald,
biocompatibilitatea, eficacitatea antimicrobiand si potentialul antitumoral al acestor nanoparticule
modificate. Prin abordarea limitarilor materialelor conventionale utilizate In regenerarea osoasa, acest
studiu contribuie la avansarea tehnologiilor biomaterialelor, facilitaind dezvoltarea unor solutii mai
eficiente si inovatoare pentru aplicatiile dentare reconstructive.

6.3. Rezultate

6.3.2. Microscopia electronica de baleiaj

Micrografiile SEM arata ca particulele de Zn.SnO4 prezintd o morfologie predominant sferica,
formata prin agregarea nanotijelor, asa cum este ilustrat in Figura 2, la mariri de 25.000% si 50.000x.
Particulele au o tendintd pronuntatd de aglomerare si afiseaza o uniformitate dimensionala ridicata,
sugerand un grad mare de omogenitate in ceea ce priveste forma. Analiza dimensionala a fost realizata
atat pentru particulele sferice, cat si pentru nanotije, indicdnd dimensiuni medii de 1,17, 1,28 si 1,44
um pentru particulele sferice, respectiv 94,5, 114,68 si 106,48 nm pentru nanotije.

Figura 6.3. Micrografii SEM ale Zn>SnO+@Si0:s.
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Figura 6.4. Micrografii SEM ale Zn>SnOs@SiO-@5-FU.
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Figura 6.5. Distributia dimensiunii particulelor pentru sfere (um) si nanotije (nm), calculata din
micrografiile SEM corespunzatoare fiecarui material. Masuratorile dimensiunii au fost efectuate utiliznd
software-ul ImageJ V 1.53, analizand mai multe imagini pentru a asigura acuratetea si reproducibilitatea

rezultatelor.

Dupa acoperirea cu SiO-, un strat protector devine vizibil pe suprafata particulelor, asa cum
se observd in micrografiile din Figura 3. Ulterior, odatd cu functionalizarea cu 5-FU, stratul de
acoperire devine mai bine definit, conform observatiilor din Figura 4. Aceasta sugereazd o
interactiune directa intre 5-FU si stratul de silice, rezultand Intr-o acoperire mai densa si uniforma in

jurul particulelor.

Un aspect important este faptul cd addugarea stratului de silice si incorporarea 5-FU nu
modifica semnificativ dimensiunea sau morfologia particulelor de Zn.SnOs, indicand ca procesele de
acoperire si functionalizare nu afecteaza integritatea structurala a nanoparticulelor. Figura 6.5 prezinta
distributia dimensionala atit pentru particulele sferice, cat si pentru cele formate prin agregarea
nanotijelor, evidentiind consistenta morfologica a materialelor sintetizate.
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6.3.3. Spectroscopie de dispersie a energiei

Caracterizarea SEM este frecvent completatd prin spectroscopie de raze X cu dispersie de
energie (EDS), care permite analiza compozitionala si maparea elementald a probelor, evidentiind
distributia ﬁecérui element component

Imaglne SEM ZnK

- HE

Figura 6.6. Cartografierea elementala obtinuta pentru Zn>SnOs@SiOs.

In cazul probei Zn.SnO+@S102, maparea elementald confirma prezenta oxigenului, siliciului,
staniului si zincului, fiecare element fiind evidentiat prin culori distincte, ceea ce valideaza

compozitia chimica a materialului.

Spectrele EDS, prezentate in Figura 6.6, sustin aceste identificari, afisand peak-urile
caracteristice fiecarui element detectat. Rezultatele analizei indicd o distributie omogena a
elementelor in intreaga proba, demonstrand o acoperire uniformd a stratului de SiO: pe
nanoparticulele de Zn.SnOs si confirmand succesul procesului de acoperire.

Imagine SEM

OK SiK SnL ZnK

Figura 6.7. Cartografierea elementala obtinuta pentru Zn>SnOs@SiO-@5-FU.

Proba Zn:SnO«@SiO@5-FU a fost supusd unei analize similare, obtinand rezultate
comparabile n ceea ce priveste compozitia elementald. Cartografierea EDS a confirmat prezenta
oxigenului, siliciului, staniului si zincului, fiecare fiind reprezentat prin culori distincte in Figura 6.7.
Spectrele EDS indicd faptul ca includerea 5-FU nu modifica semnificativ compozitia elementald a
probei, mentinand caracteristicile observate anterior pentru Zn:SnO«@SiO:. Aceastd constatare,
coroboratd cu analiza FTIR, sugereaza ca 5-FU este adsorbit fizic pe suprafata Zn.SnO+@Si0-, fara
a genera noi legaturi chimice, ceea ce poate influenta eliberarea controlatd a medicamentului in
aplicatii biomedicale.

6.3.4. Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier

Analiza FTIR oferd informatii esentiale despre caracteristicile vibrationale ale legaturilor
chimice din material, permitdnd identificarea gruparilor functionale si confirmarea modificarilor
structurale. Masuratorile FTIR pentru toate probele au fost realizate pe un interval spectral cuprins
intre 400 si 4000 cm™, furnizand detalii relevante despre compozitia chimicd si interactiunile
moleculare. Spectrele obtinute, prezentate in Figura 6.8, evidentiaza prezenta si distributia gruparilor
functionale specifice fiecarei probe, oferind o caracterizare detaliatd a probelor Zn2SnOa,
anSnO4@SiOz §1 anSnO4@Si02@5-FU.
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Figura 6.8. Spectrele FTIR pentru Zn.SnO4, Zn2SnO4@Si02, Zn.SnO+@Si0@5-FU si 5-FU.

Analiza FTIR a probei de stanat de zinc indica o banda vibrationala proeminenta la 590 cm™,
atribuitd vibratiei simetrice de intindere a ZnO si SnO:, confirmand astfel prezenta legaturii Zn—O—
Sn, caracteristica Zn.SnQOa. Aceastd banda de absorbtie sustine formarea cu succes a compusului de
stanat de zinc. In plus, benzile identificate la 463 cm™ si 400 cm™' sunt asociate legaturilor Zn—O si
Sn-0, consolidand dovezile privind sinteza Zn.SnOa. Aceste benzi vibrationale sunt observate in mod
constant in toate probele sintetizate, confirmand faptul cd stanatul de zinc ramane componenta
principala a formularilor obtinute [17,18].

In cazul probelor ZnSnO4@SiO: si Zn:SnO.@Si0@5-FU, prezenta unei benzi distincte la
1072 cm™ este atribuitd vibratiei grupului functional Si—O-Si, indicand cu succes acoperirea cu SiOs:.
Functionalizarea probei Zn.SnOs@SiO@5-FU cu 5-FU este confirmatd prin aparitia mai multor
benzi de absorbtie corespunzdtoare spectrului de referinta al acestui compus. Astfel, vibratiile de
indoire N-H sunt identificate la 3130 si 3067 cm™, aldturi de o bandd similard la 1600 cm™,
caracteristice structurii 5-FU. In plus, vibratia de intindere C—H este observati la 2929 cm™', iar
gruparea functionala C=O prezintd o banda distinctd la 1772 cm™'. Dovezi suplimentare pentru
prezenta 5-FU sunt furnizate de vibratia de intindere a legdturii C—F, detectata la 1430 cm™, precum
si de o bandd la 1240 cm™, atribuitd legaturii C—N [19,20]. Aceste rezultate valideazd cu succes
procesul de functionalizare si confirma prezenta 5-FU in compozitul final.

6.3.6. Evaluarea profilului antimicrobian

Valorile concentratiilor minime inhibitorii (CMI) prezentate in Figura 6.11 confirma eficienta
antibacteriana a nanoparticulelor pe baza de Zn.SnO4 impotriva S. aureus (Gram-pozitiv) si E. coli
(Gram-negativ). Dintre toate probele testate, Zn.SnO+@SiO2@5-FU prezinta cea mai mica valoare a
CMIL indicand o activitate antimicrobiand superioara. Aceastd Tmbunatitire este atribuita
functionalizarii cu 5-FU, care adaugd un efect antimicrobian suplimentar prin proprietdtile sale
chimioterapeutice si antibacteriene. Aceste rezultate sugereaza ca integrarea 5-FU nu doar ca
imbundtdteste eficienta terapeutica a nanoparticulelor, dar si contribuie la o activitate antimicrobiana
extinsd, oferind astfel un potential promitdtor pentru utilizarea acestor nanocompozite in aplicatii
biomedicale avansate.
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Figura 6.11. Concentratia minima inhibitorie a Zn.SnO4, Zn-SnO+@Si0: si Zn2SnO+@Si0-@5-FU
impotriva S. aureus si E. coli.

In ciuda eficientei generale, Zn.SnO4@SiO: prezinti o activitate antibacteriana usor redusa
comparativ cu ZnSnQa, probabil din cauza stratului de silice care protejeaza partial miezul
nanoparticulelor. Acest strat poate limita accesibilitatea speciilor reactive de oxigen (ROS) si a ionilor
Zn*/Sn*', esentiali pentru mecanismul antimicrobian al nanoparticulelor.

Un aspect notabil este faptul ca valorile CMI obtinute pentru E. coli sunt comparabile cu cele
pentru S. aureus, sugerand ca formuldrile testate sunt la fel de eficiente Impotriva ambelor tipuri de
bacterii, 1n ciuda diferentelor structurale dintre bacteriile Gram-pozitive si Gram-negative.

Eficacitatea sporitd a probei Zn2SnO+@SiO@5-FU mpotriva ambelor tulpini evidentiaza
potentialul acestui sistem multifunctional de nanoparticule pentru aplicatii antibacteriene cu spectru
larg. In plus, controlul realizat cu DMSO a demonstrat valori CMI semnificativ mai mari, confirmand
ca efectele antibacteriene observate sunt atribuite exclusiv formuldrilor de nanoparticule si nu
solventului utilizat.

Aceste rezultate subliniaza faptul ca Zn.SnO4@S102(@5-FU reprezinta un agent antibacterian
promitator, capabil sa inhibe eficient atat bacteriile Gram-pozitive, cat si cele Gram-negative, ceea ce
il face un candidat viabil pentru aplicatii biomedicale avansate.

Mecanismul antimicrobian al nanoparticulelor Zn.SnOs@SiO@5-FU impotriva bacteriilor
Gram-pozitive si Gram-negative poate fi atribuit caracteristicilor lor structurale si functionale
distincte.

In cazul bacteriilor Gram-pozitive, precum S. aureus, stratul gros si poros de peptidoglican
permite o penetrare mai usoara a nanoparticulelor si a speciilor active eliberate de acestea. Speciile
reactive de oxigen (ROS) generate de Zn.SnOs interactioneaza cu structurile celulare esentiale,
inclusiv peretele celular, proteinele si ADN-ul bacterian, inducand stres oxidativ care perturba
functiile metabolice si integritatea celulara [21,22].

Pe langa generarea de ROS, nanoparticulele elibereaza ioni Zn** si Sn**, care interfereaza cu
activitatile enzimatice bacteriene prin legarea de gruparile sulthidril din proteinele membranare.
Aceasta interactiune destabilizeazad structura membranei si compromite caile metabolice, afectand
viabilitatea bacteriana [23,24]. Suplimentar, efectele antimicrobiene ale 5-FU contribuie la
amplificarea acestor mecanisme prin perturbarea sintezei ADN-ului bacterian, ceea ce duce la
inhibarea replicarii celulare si, in final, la distrugerea bacteriilor. Sinergia dintre stresul oxidativ,
eliberarea ionica si activitatea 5-FU explica eficienta ridicata a nanoparticulelor Zn.SnO4@S10:@5-
FU impotriva tulpinilor Gram-pozitive [25].

In cazul bacteriilor Gram-negative, precum E. coli, prezenta unei membrane externe compuse
din lipopolizaharide (LPS) actioneaza ca o barierd protectoare, conferindu-le o rezistentd intrinseca
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mai mare la agentii antimicrobieni [26]. Cu toate acestea, nanoparticulele Zn>SnO+@SiO:@5-FU sunt
capabile sa depaseasca aceasta barierd prin mecanisme multiple.

Speciile reactive de oxigen (ROS) generate de nanoparticulele Zn.SnOa penetreaza membrana
externi si induc daune oxidative la nivelul lipidelor si proteinelor structurale [20,24]. In paralel, ionii
Zn** s1 Sn** interactioneaza cu moleculele LPS Incércate negativ, destabilizind membrana externa si
crescand permeabilitatea acesteia [23,26].

Aceastd destabilizare faciliteaza patrunderea nanoparticulelor si a 5-FU 1n periplasmd, unde
pot traversa stratul subtire de peptidoglican si pot interactiona direct cu structurile celulare esentiale.
In special, 5-FU perturbi sinteza ADN-ului bacterian si inhiba caile metabolice implicate in
diviziunea celulara, amplificand astfel efectul antimicrobian [25,27]. Prin aceste mecanisme sinergice,
nanoparticulele Zn-SnO+@SiO:@5-FU demonstreaza o eficacitate comparabild Impotriva bacteriilor
Gram-pozitive si Gram-negative, evidentiindu-se ca agenti antibacterieni cu spectru larg si potential
semnificativ pentru aplicatii biomedicale avansate [27].

6.3.7. Evaluarea activitatii citotoxice

Pentru a evalua activitatea citotoxicd a pulberilor Zn:SnOs, Zn:SnO4@SiO: si
Zn>Sn04@SiO:@5-FU asupra liniei celulare de carcinom epidermoid uman A-431, celulele au fost
tratate timp de 24 de ore cu concentratii variate ale acestor nanoparticule. Dupa tratament, activitatea
metabolica celulara a fost evaluatd utilizdnd testul spectrofotometric MTT pentru a determina
citotoxicitatea fiecarei probe asupra celulelor tumorale A-431.

Rezultatele evaluarii citotoxicitatii (Figura 6.12) au ardtat ca toate probele pe bazd de Zn.SnO4
au exercitat un efect toxic asupra celulelor A-431, iar citotoxicitatea a crescut in mod dependent de
doza. Desi toate cele trei pulberi au redus semnificativ viabilitatea celularad atat la concentratii mari,
cat si la concentratii moderate, o scddere pronuntata a viabilittii celulare a fost observatd inca de la
37,5 pg/mL. La o concentratie de 1,5 pg/mL, nu s-a detectat un efect citotoxic semnificativ
comparativ cu controlul netratat pentru niciuna dintre probe.

Zn,Sn0, Zn,Sn0,@Si0, Zn,Sn0,@Si0,@5-FU
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Figura 6.12. Viabilitatea celulelor tumorale A-431 dupa 24 de ore de tratament cu concentratii diferite de
pulberi Zn2SnOs, Zn2SnOs@Si0: si Zn2SnO:@Si0@5-FU (p < 0.0001 pentru control vs. proba, *** p <
0.001 pentru control vs. proba, ** p < 0.01 pentru control vs. proba si * p < 0.05 pentru control vs.

proba).

In ciuda unor similitudini in profilurile lor citotoxice, Zn:SnOs@SiO-@5-FU a demonstrat
cea mai puternicd citotoxicitate, cauzdnd o reducere mai accentuata a viabilitatii celulare decat
Zn>Sn0s s1 Zn2SnO4@S102 la aceleasi concentratii. La cea mai mare concentratie testatd (1 mg/mL),
Zn2Sn0O4 a redus viabilitatea celulard de aproximativ 1,9 ori comparativ cu controlul, Zn.SnO4@Si10:
de 2,75 ori, iar Zn2SnO+@Si0@5-FU de 3,45 ori, demonstrand o citotoxicitate semnificativa chiar
si la concentratii mai scazute.

14



Ana Maria Gianina REHNER (COSTACHE)

Aceste rezultate evidentiaza efectul sinergic al functionalizarii cu 5-FU, care amplifica
impactul antitumoral al nanoparticulelor Zn.SnOs prin mecanisme combinate, incluzand stres
oxidativ indus de ROS, eliberarea ionica si inhibarea directa a sintezei ADN-ului de catre 5-FU.

Datele de citotoxicitate au fost utilizate pentru a estima doza letala 50 (LDso), adica
concentratia necesara pentru a distruge 50% din celulele expuse.

Rezultatele indica faptul ca LDso pentru Zn.SnOs a fost de aproximativ 1 mg/mL, in timp ce
pentru Zn.SnO4@Si10: valoarea exacta nu a putut fi determinata cu precizie, dar s-a situat intre 500
pg/mL si 1 mg/mL. In schimb, pentru Zn.SnOs@SiO@5-FU, LDso a fost semnificativ mai mica, de
250 pg/mL, evidentiind un potential citotoxic superior datoritd prezentei 5-FU.

1 mg/mL 125 pg/mL 1.5 pg/mL

Zn2Sn0Os

Control

Zn>Sn04(@S10:

Zn>SnOs@S10:@S5-FU

Figura 6.13. Imagini de microscopie cu fluorescenta care arata celulele tumorale A-431 vii (verde) si moarte
(rosu) dupa 24 de ore de tratament cu concentratii diferite de pulberi Zn.SnOs, Zn>SnO+@SiO- si
Zn:Sn0+@Si0:@5-FU (marire de 10x%).

Microscopia cu fluorescenta utilizand marcajul Live/Dead pentru celulele tumorale A-431 a
confirmat aceste rezultate, asa cum se observa in Figura 6.13. Pulberea Zn.SnO. a prezentat efecte
citotoxice moderate comparativ cu controlul netratat. In cazul tratamentului cu ZnSnOs@SiO-, s-a
observat o scddere vizibild a viabilitatii celulare, celulele pierzand formarea compacta a clusterelor,
specifica organizarii tumorale.

Cel mai puternic efect citotoxic a fost observat pentru Zn.SnO+@Si0-@5-FU, in special la
concentratii mai mari (1 mg/mL), unde s-a remarcat o reducere semnificativa a numarului de celule
viabile. Celulele tratate au fost organizate in clustere mici si dispersate, in contrast clar cu proba de
control.

Aceste rezultate confirma faptul ca functionalizarea cu 5-FU creste semnificativ activitatea
antitumorala a nanoparticulelor, consolidandu-le potentialul pentru aplicatii biomedicale avansate in
terapii oncologice.

CAPITOLUL 7. ACOPERIRI NANOSTRUCTURATE PE BAZA DE
PMMA/ZnO(NanoAg) APLICATE PE BONTURI DE IMPLANTURI
DENTARE: : SINTEZA, CARACTERIZARE SI EVALUARE
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In acest studiu, am investigat dezvoltarea unui material inovator destinat stratificarii
suprafetelor bonturilor dentare, avand la baza o matrice polimerica de polimetil metacrilat (PMMA)
imbogatita cu nanoparticule de oxid de zinc (ZnO) si argint (Ag). Studiile recente au demonstrat
eficacitatea considerabild a acestor nanoparticule In prevenirea formarii biofilmului bacterian, prin
mecanisme care vizeaza direct celulele microbiene si perturba procesele esentiale ale acestora [28-31].
Integrarea acestor nanoparticule Tn matricea PMMA contribuie la obtinerea unui tratament de
suprafata stabil si durabil, capabil sd mentina o activitate antimicrobiand sustinuta pe termen lung.

7.3. Rezultate
7.3.1. Caracterizarea probelor de tip pulbere—ZnO si ZnO-Ag

7.3.1.3. Microscopia electronica de baleiaj

Figura 7.3 si Figura 7.4 ofera informatii detaliate privind morfologia si dimensiunea
nanoparticulelor sintetizate.
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Figura 7.3. Micrografii SEM inregistrate la mariri de (A) 50.000x%, (B) 100.000x si (C) 200.000x, (D)
distributia dimensiunii particulelor si (E) rezultatele EDS pentru nanoparticulele de ZnO.

Micrografiile obtinute prin microscopie electronica de baleiaj pentru proba de oxid de zinc,
realizate la trei mariri distincte (50.000%, 100.000x si 200.000x), confirmd formarea unor
nanoparticule cvasi-sferice, caracterizate printr-o morfologie uniforma si o distributie dimensionala
omogena. Parametrii sintezei hidrotermale au fost controlati cu precizie pentru a preveni cresterea

excesiva a nanoparticulelor, ceea ce a condus la obtinerea unor particule cu o dimensiune medie de
30,36 + 0,8 nm.
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Desi nanoparticulele prezintd o tendintd naturala de aglomerare, acestea pastreazd margini
bine definite si morfologii distincte, evidentiind o structuri stabila. In plus, analiza prin spectroscopie
de raze X cu dispersie de energie confirma prezenta zincului si a oxigenului in proba, consolidand
astfel rezultatele obtinute anterior privind compozitia si puritatea materialului sintetizat.

Rezultatele microscopiei electronice de baleiaj pentru proba compozitd de nanoparticule de
oxid de zinc-argint sunt prezentate in Figura 7.4.

Imaginile obtinute evidentiaza diferente subtile comparativ cu proba de oxid de zinc, in
special prin prezenta unor particule mai mici distribuite omogen 1n intreaga proba, aspect atribuit
nanoparticulelor de argint. Micrografiile au fost capturate la aceleasi trei mariri utilizate pentru proba
de control, asigurand astfel o comparatie directd a morfologiilor observate.

In imaginea realizati la o marire de 50.000%, utilizarea detectiei prin electroni retroimprastiati
a permis evidentierea unor zone cu intensitdti luminoase variabile. Regiunile mai stralucitoare
corespund argintului, reflectand numarul atomic mai mare si densitatea superioard a acestuia in raport
cu zincul.

351 80004 7
N I 200-Ag 7n

7000
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254 6000
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Figura 7.4. Micrografii SEM la mariri de (A) 50.000%, (B) 100.000x si (C) 200.000x%, (D) distributia
dimensiunii particulelor si (E) rezultatele spectroscopiei de dispersie a energiei (EDS) pentru nanoparticulele
Zn0O-Ag.

Desi adaugarea argintului nu modificd semnificativ morfologia generald a particulelor,
aceasta determini o usoari crestere a dimensiunii medii, care a fost masurati la 37,74 + 0,7 nm. in
plus, prezenta argintului in proba compozita este confirmata prin analiza elementala, spectrul obtinut
prin spectroscopie de raze X cu dispersie de energie indicand prezenta clara a acestui element in
structura materialului.
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7.3.2. Caracterizarea probelor de tip acoperire— PMMA, PMMA ZnO, PMMA
Zn0O-Ag

7.3.2.1. Microscopia in infrarosu

In urma procesului de depunere a acoperirilor nanostructurate pe baza de PMMA imbogitit
cu nanoparticule de oxid de zinc si oxid de zinc-argint, probele au fost supuse unei serii de analize
fizico-chimice pentru caracterizarea detaliata a materialelor obtinute.

Avand in vedere aplicatia propusd, prima etapd a investigatiel a constat in analiza prin
microscopie in infrarosu, metodd care a furnizat informatii esentiale privind uniformitatea
acoperirilor si a facilitat identificarea grupelor functionale specifice fiecdrui strat depus. Aceasta
tehnicd a permis evaluarea distributiei omogene a componentelor in matricea polimerica si
confirmarea interactiunilor dintre PMMA si nanoparticulele incorporate. Figurile 7.5-7.7 prezinta
rezultatele microscopiei FTIR pentru acoperirile nanostructurate de PMMA, PMMA-ZnO si PMMA-
Zn0-Ag aplicate pe substraturi din aliaj de titan.

Coating

PMMA

PMMA |
ZnO

PMMA -
ZnO-Ag

650 G0 6w OW % 60 6s0  6K0

Figura 7.5. Cartografierea IR pentru dropcast si acoperirile nanostructurate pe baza de PMMA, PMMA
ZnO, PMMA ZnO-Ag.

Hartile generate in urma analizei celor trei probe—atat cele depuse prin picurare, cat si
straturile subtiri pe bazd de PMMA cu nanoparticule antimicrobiene—evidentiaza variatii cromatice,
reflectand gradul de acoperire si uniformitatea stratificarii.

In cazul probelor depuse prin picurare, prezenta unor regiuni extinse de culoare albastra indica
un nivel scizut de acoperire. In contrast, acoperirile nanostructurate obtinute prin spin-coating

18



Ana Maria Gianina REHNER (COSTACHE)

prezintd distributii cromatice distincte intre diferitele probe. Stratul de control pe baza de PMMA
prezinta tranzitii de culoare de la verde la galben, cu zone izolate in nuante portocaliu-rosu.

Proba continand nanoparticule de oxid de zinc prezintd diferente notabile fata de stratul de
control, incluzdnd o preponderentd crescuta a regiunilor rosii, ceea ce sugereazd modificari in
compozitia si distributia materialului. In schimb, proba PMMA-ZnO-Ag demonstreazi o omogenitate
superioara a stratificdrii, indicand o integrare imbunatatita si o acoperire mai uniforma a substratului
din aliaj de titan.

Hartile in infrarosu sunt corelate cu spectrele IR obtinute, care evidentiaza prezenta gruparilor
functionale caracteristice matricei polimerice de PMMA. In mod specific, benzile de absorbtie la
2994 cm™ 1 2950 cm™! sunt atribuite vibratiilor de intindere ale legaturilor C-H asociate gruparilor
metil si metilen. De asemenea, banda de absorbtie observata la 1729 cm™ corespunde grupdrii
carboxilat din structura acrilica, in timp ce semnalul la 1149 cm™ este asociat vibratiei de intindere a
legaturii C-O-C.

7.3.2.2. Microscopia electronica de baleiaj si spectroscopia de raze X prin dispersie
de energie

Straturile subtiri pe baza de PMMA aplicate pe substratul din aliaj de titan au fost caracterizate
prin microscopie electronica de baleiaj, cu scopul de a evalua distributia stratificarii pe suprafata si
omogenitatea depunerii. In plus, analiza compozitiei elementale a fost realizata prin spectroscopie de
raze X cu dispersie de energie, oferind informatii detaliate despre prezenta si distributia
componentelor in structura stratului depus (Figura 7.7).

Imaginea obtinuta prin microscopie electronica de baleiaj a substratului din aliaj de titan
evidentiazd o rugozitate pronuntatd a suprafetei, caracteristici materialului suport. Analiza prin
spectroscopie de raze X cu dispersie de energie confirma compozitia elementald specifica aliajului,
atestand prezenta componentelor sale majore. In cazul probei acoperite cu PMMA, se observi o
modificare distinctd a caracteristicilor suprafetei comparativ cu substratul neacoperit, stratul
polimeric prezentand o distributie uniforma si o depunere continud. Pentru proba continand
nanoparticule de oxid de zinc, analiza microscopica releva integrarea omogena a nanoparticulelor in
matricea polimerica, desi acestea prezinta o tendintd de aglomerare in anumite regiuni ale stratului.

(A) (B)
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Figura 7.7. Micrografii SEM si spectre EDS pentru substratul Ti6Al4V fara acoperire (A), peliculizat cu
PMMA (B), peliculizat cu PMMA ZnO (C), peliculizat cu PMMA ZnO-Ag (D), sectiune transversala
PMMA ZnO (E) si sectiune transversala PMMA ZnO-Ag (F).

Pe de alta parte, stratul compozit pe baza de PMMA cu nanoparticule de oxid de zinc-argint
prezintd modificari semnificative in comparatie cu celelalte probe, incluzind o crestere a densitatii
nanoparticulelor in stratul depus. Distributia acestora este mai uniforma In matricea polimerica,
contribuind la sporirea continuitatii i integritatii acoperirii nanostructurate.
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Imaginile obtinute prin microscopie electronica de baleiaj ale sectiunilor transversale (Figura
7.7 E,F) evidentiaza variatii ale grosimii straturilor in cadrul probelor analizate, cu valori cuprinse
intre 2 si 4 um pentru acoperirile pe bazd de PMMA cu oxid de zinc si intre 4 si 5 um pentru cele
continand compozitul oxid de zinc-argint. Rezultatele analizei prin spectroscopie de raze X cu
dispersie de energie confirma prezenta elementelor caracteristice PMMA, respectiv carbon si oxigen,
precum si a zincului si argintului in probele corespunzétoare, alaturi de elementele constitutive ale
aliajului de titan. Aceste date sustin uniformitatea si consistenta stratificdrii in cadrul probelor
studiate.
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Figura 7.8. Micrografii SEM si spectre EDS pentru stratul de PMMA (A), stratul de PMMA ZnO (B) si
stratul de PMMA ZnO-Ag (C) dupa 7 zile de imersie in SBF.
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Figura 7.9. Micrografii SEM si spectre EDS pentru stratul de PMMA (A), stratul de PMMA ZnO (B) si
stratul de PMMA ZnO-Ag (C), dupa 14 zile de imersie in SBF.

Pentru a evalua interactiunea materialelor cu mediul fiziologic simulat, probele au fost supuse
analizelor prin microscopie electronica de baleiaj si spectroscopie de raze X cu dispersie de energie
dupa imersarea in solutie de fluid corporal simulat, preparata conform retetei Kokubo. Simularea
conditiilor biologice a fost realizatad prin mentinerea probelor imersate in SBF la 37 °C intr-0 baie
termostatatd. Evaluarea a fost efectuatd la trei intervale de timp—7, 14 si 21 de zile—dupa care
probele au fost extrase, spalate si analizate pentru a investiga interactiunea stratului cu mediul
simulativ.

Obiectivul principal al acestei analize a fost monitorizarea cristalizarii fosfatilor de calciu pe
suprafata probelor, un indicator esential al bioactivitatii materialelor testate. Figurile 7.8—7.10
prezintd rezultatele obtinute prin microscopie electronica de baleiaj si spectroscopie de raze X cu
dispersie de energie pentru cele trei intervale de expunere.
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Figura 7.10. Micrografiile SEM si spectrele EDS pentru stratul de PMMA (A), stratul de PMMA ZnO (B) si
stratul de PMMA ZnO-Ag (C) dupa 21 de zile de imersie in SBF.
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In cazul probelor de control acoperite cu PMMA, imaginile SEM dupi cele trei perioade de
imersie la 37 °C au evidentiat prezenta unor depozite heterogene pe suprafatd. Analiza
compozitionala realizatd prin spectroscopie de raze X cu dispersie de energie a aratat ca, dupa 7 si 14
zile, compozitia elementala a suprafetei a ramas similara cu cea initiald, Tnainte de imersie.

Totusi, dupa 21 de zile, spectrele EDS au indicat prezenta unor noi elemente, in special calciu
si fosfor, sugerdnd ca stratul de PMMA a necesitat o perioadd mai indelungatd pentru a facilita
procesul de cristalizare a fosfatului de calciu. Acest fenomen evidentiaza potentialul bioactiv al
materialului, insa intr-un ritm mai lent comparativ cu alte formulari testate.

In contrast, substraturile acoperite cu PMMA imbogitit cu nanoparticule de oxid de zinc au
evidentiat, pe parcursul perioadei de imersie, formarea progresivd a unor granulatii pe suprafata.
Acest fenomen sugereaza ca nanoparticulele de oxid de zinc confera materialului o bioactivitate
superioard, favorizand nucleatia si dezvoltarea fosfatilor de calciu in contact cu fluidul corporal
simulat.

Pentru a sustine aceastd observatie, analiza compozitionala realizatd prin spectroscopie de
raze X cu dispersie de energie a confirmat prezenta calciului si a fosforului, aldturi de elementele
caracteristice stratului analizat. Compararea rezultatelor a evidentiat ca, desi primele semne ale
formarii fosfatilor de calciu au fost detectate dupa 7 zile de imersie, intensitatea semnalelor asociate
acestor elemente a crescut semnificativ dupa 14 si 21 de zile. Aceasta crestere coreleaza modificarile
la nivel microscopic observate pe suprafata probelor, indicand o acumulare progresiva a depozitelor
minerale si confirmand potentialul bioactiv imbunatatit al materialului.

Probele acoperite cu straturi pe baza de PMMA care incorporeaza nanoparticule compozite
de oxid de zinc-argint demonstreaza o formare progresiva a fosfatilor de calciu, proces care ramane
dependent de durata expunerii in fluidul corporal simulat. Un aspect notabil este faptul ca prezenta
nanoparticulelor compozite de oxid de zinc-argint pare sa reduca tendinta de aglomerare granulara
observata in cazul acoperirilor cu oxid de zinc, ceea ce conduce la formarea unui film cristalin mai
uniform pe suprafata substratului.

Bioactivitatea acestor probe este confirmata suplimentar prin analiza spectroscopicad de raze
X cu dispersie de energie, care indicd in mod constant prezenta calciului si a fosforului in toate cele
trei intervale de timp investigate. Aceste rezultate sustin potentialul materialului de a favoriza
procesele de mineralizare, consolidand relevanta sa pentru aplicatii biomedicale.

7.3.2.3. Dezvoltarea biofilmului microbian

Materialele dezvoltate in acest studiu sunt concepute pentru a fi utilizate ca strat protector
pentru bonturile protetice din cadrul unui sistem complet de implant dentar. Aceste acoperiri
nanostructurate au fost proiectate pentru a aborda problematica infectiilor post-implantare, oferind
simultan un mediu favorabil procesului de osointegrare.
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Figura 7.11. Reprezentarea grafica pentru modularea biofilmului (log10 CFU/mL) tulpinilor Gram-pozitive,
Gram-negative si fungice dupd 24 de ore de incubare cu probele de tip acoperire—PMMA, PMMA ZnO si
PMMA ZnO-Ag; * p < 0,05, one-way ANOVA (probe versus control).

Pentru a evalua eficacitatea antimicrobiana a acoperirilor, probele au fost supuse unor teste
specifice privind dinamica formarii biofilmului, investigdnd aderenta initiald a microorganismelor la
suprafata substratului. Experimentele au fost realizate pe parcursul unei perioade de incubare de 24
de ore, utilizand o tulpind Gram-pozitiva (Staphylococcus aureus), o tulpina Gram-negativa
(Pseudomonas aeruginosa) si o tulpina fungica (Candida albicans).

Rezultatele obtinute sunt reprezentate grafic in Figura 7.11, fiind exprimate in log10 CFU/mL.
Interpretarea acestora s-a realizat prin compararea probelor functionalizate cu controlul bacterian si
cu proba de PMMA, permitand astfel evaluarea influentei nanoparticulelor antimicrobiene asupra
inhibarii formarii biofilmului.

Rezultatele obtinute evidentiaza modele distincte de formare a biofilmului pe suprafata
diferitelor probe testate. In cazul probei de control pe bazi de PMMA, numirul microorganismelor
aderente a fost comparabil cu cel observat in controlul netratat, indicind absenta unui efect
antimicrobian semnificativ. Dintre tulpinile testate, Pseudomonas aeruginosa a prezentat cel mai
ridicat nivel de formare a biofilmului, cu valori ale CFU/mL care au depasit 107, confirmand
capacitatea sa ridicatd de aderenti si dezvoltare a biofilmelor. In schimb, Staphylococcus aureus si
Candida albicans au demonstrat o formare mai redusa a biofilmului, cu valori CFU/mL in jurul
valorii de 10¢ pentru probele de control.

Probele functionalizate cu oxid de zinc (PMMA ZnO) au demonstrat o activitate
antimicrobiand semnificativa, in special impotriva Staphylococcus aureus si Candida albicans,
reducand CFU/mL sub pragurile de 10° si 10%, respectiv, in comparatie cu controlul PMMA. Cu toate
acestea, efectul inhibitor impotriva Pseudomonas aeruginosa a fost limitat, aceasta tulpina mentinand
valori CFU/mL de aproximativ 10¢, sugerand o rezistentd mai pronuntata la actiunea oxidului de zinc.
Aceastd eficacitate redusa poate fi explicatd prin mecanismele intrinseci de rezistenta ale
Pseudomonas aeruginosa, inclusiv structura membranei externe bogate in lipopolizaharide, care
actioneaza ca o bariera, limitand patrunderea nanoparticulelor de oxid de zinc. De asemenea, matricea
complexa de substante polimerice extracelulare caracteristica biofilmelor dezvoltate de aceasta specie
oferd o protectie suplimentara Tmpotriva agentilor antimicrobieni, subliniind necesitatea optimizarii
formularilor pentru combaterea eficienta a bacteriilor Gram-negative.
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Cele mai remarcabile rezultate au fost obtinute pentru probele acoperite cu PMMA ZnO-Ag,
care au demonstrat o inhibare semnificativa a formarii biofilmului pentru toate tulpinile testate,
inclusiv Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus si Candida albicans. Valorile CFU/mL
pentru aceste probe au fost reduse constant la aproximativ 10, indicand o inhibare aproape completa
a proliferarii microbiene. Aceste rezultate confirma efectul sinergic al nanoparticulelor de oxid de
zinc §i argint, care contribuie la prevenirea eficientd a formarii biofilmelor in primele 24 de ore de
expunere. Datele obtinute sustin potentialul acoperirilor pe bazd de PMMA ZnO-Ag ca suprafete
antimicrobiene eficiente, cu aplicatii biomedicale relevante, in special in prevenirea infectiilor
asociate implanturilor dentare.

7.3.2.4. Evaluarea in vitro a impactului acoperirilor nanostructurate asupra
fibroblastelor umane

Pentru a investiga efectul acoperirilor nanostructurate asupra celulelor hFOB 1.19, au fost
realizate o serie de analize in vitro, vizand viabilitatea celulara, proliferarea, citotoxicitatea si
potentialele efecte proinflamatorii.

Rezultatele testului MTT (Figura 7.12A) au indicat ca, dupa 24 de ore de interactiune dintre
celule si material, nu s-au nregistrat diferente semnificative in viabilitatea celulard intre straturile
testate. Acest rezultat sugereaza ca interactiunea initiald a preosteoblastelor umane cu suprafetele de
PMMA, PMMA/ZnO si PMMA/ZnO-Ag nu afecteaza negativ activitatea lor metabolica. Extinderea
perioadei de interactiune la 72 de ore a mentinut acelasi profil de viabilitate, indicand ca integrarea
Zn0O sau ZnO-Ag in matricea de PMMA nu influenteaza negativ metabolismul celular. Mai mult, o
crestere statistic semnificativa a viabilitatii celulare a fost observata la 72 de ore comparativ cu 24 de
ore pentru toate materialele testate, sugerand ca aceste acoperiri sustin proliferarea preosteoblastelor
umane n timp.
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Figura 7.12. Reprezentare grafica a rezultatelor pentru: (A) Viabilitatea celulara si potentialul de proliferare
al celulelor preosteoblaste umane dupa 24 de ore si 72 de ore de interactiune cu straturile PMMA, PMMA/ZnO
si PMMA/ZnO(NanoAg). (B) Potentialul citotoxic, masurat prin cuantificarea LDH-ului, in aceleasi intervale
de timp si conditii experimentale. (C) Eliberarea de NO, ca marker al stresului oxidativ si al raspunsurilor
inflamatorii, dupa 24 h si 72 h de interactiune. Semnificatia statistica a diferentelor este indicata astfel: * p <
0,05, **** p < 0,0001. Toate experimentele au fost realizate in triplicat, iar rezultatele prezentate reprezinta
media a trei experimente independente.

Pentru a evalua potentialele efecte citotoxice ale materialelor testate, a fost cuantificata
activitatea lactat dehidrogenazei (LDH), un marker al deteriorarii membranei celulare (Figura 7.12B).
Rezultatele au indicat ca nivelurile de LDH au rdmas constante in toate conditiile testate, atat la 24,

cat si la 72 de ore, confirmand cd niciunul dintre straturi nu a indus efecte citotoxice. Aceste constatari
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evidentiazd faptul ca PMMA, atat in forma sa purd, cat si functionalizat cu ZnO sau ZnO-Ag, nu
prezintd efecte daunatoare asupra celulelor hFOB 1.19.

In final, pentru a evalua potentialele raspunsuri inflamatorii sau de stres oxidativ induse de
materialele testate, a fost cuantificata eliberarea de oxid de azot (NO), o molecula de semnalizare-
cheie, ale cérei niveluri ridicate sunt frecvent asociate cu inflamatia si stresul oxidativ. Asa cum este
prezentat in Figura 7.12C, nivelurile de NO au fost comparabile intre straturile de PMMA,
PMMA/ZnO si PMMA/ZnO-Ag la ambele intervale de timp, indicdnd ca integrarea ZnO sau ZnO-
Ag in matricea compozitd nu mediazd efecte proinflamatorii si nu declanseazd stres oxidativ 1n
celulele hFOB 1.19. Aceste rezultate sustin potentialul acoperirilor nanostructurate ca materiale
sigure si biocompatibile pentru aplicatii biomedicale.

CAPITOLUL 8. CONCLUZII FINALE

Prima directie de cercetare a analizat statistic factorii de risc care produc complicatiile post-
operatorii asociate implanturilor dentare. A fost realizatd o analizd statisticd riguroasd asupra
influentei unor factori precum fumatul, diabetul, hipertensiunea arteriald, complianta la indicatiile
post-operatorii si numarul de implanturi asupra succesului tratamentului implantologic. Studiul a
evidentiat corelatii semnificative intre acesti factori si rata complicatiilor post-operatorii, oferind
directii clare pentru optimizarea strategiilor terapeutice si Imbundtdtirea protocoalelor de
monitorizare post-operatorie. Rezultatele au evidentiat faptul ca pacientii cu un profil de risc crescut
necesitd o atentie speciala si o monitorizare personalizata, iar respectarea indicatiilor post-operatorii
joacd un rol esential in prevenirea complicatiilor.

Pe langd analiza statisticd, aceasta cercetare a inclus o abordare experimentala prin
dezvoltarea s1 caracterizarea unor nanomateriale avansate destinate Imbunatatirii performantei
implanturilor dentare. Prin integrarea unor nanoparticule inovatoare, acest studiu a demonstrat ca
materialele dezvoltate pot aduce imbunatatiri semnificative in ceea ce priveste interactiunea cu
tesuturile gazda, contribuind la o regenerare tisulard optimizata si la prevenirea formarii biofilmelor
bacteriene.  Studiile experimentale privind acoperirile nanostructurate pe bazd de
PMMA/ZnO(NanoAg) si utilizarea nanoparticulelor Zn.SnO4@SiO- functionalizate cu 5-FU au
demonstrat cd nanotehnologia poate contribui semnificativ la prevenirea infectiilor peri-implantare si
la optimizarea procesului de osteointegrare.

In cadrul celei de-a doua directii de cercetare, au fost dezvoltate si caracterizate nanoparticule
compozite Zn2SnO4 acoperite cu SiO: si functionalizate cu 5-Fluorouracil, destinate regenerarii
osoase i terapiei antimicrobiene si antitumorale. Stratul de Si0. a imbunatatit stabilitatea in solutie
si integrarea In matricea biologica, in timp ce 5-FU a conferit proprietdti antimicrobiene si
antitumorale suplimentare. Studiile in vitro au confirmat biocompatibilitatea ridicata si capacitatea
de a sustine proliferarea celulara fara efecte citotoxice. De asemenea, nanoparticulele au demonstrat
o activitate antimicrobiand semnificativd impotriva bacteriilor Gram-pozitive si a biofilmelor
bacteriene, evidentiindu-si potentialul in prevenirea infectiilor postoperatorii in reconstructia maxilo-
faciala.

Tot in cadrul celei de-a doua directii de cercetare, a fost dezvoltat si un strat de acoperire
inovator pe baza de polimetilmetacrilat (PMMA) imbogatit cu nanoparticule de ZnO si ZnO-Ag,
destinat protectiei bonturilor dentare impotriva formarii biofilmului si infectiilor peri-implantare.
Nanoparticulele au fost sintetizate printr-un proces hidrotermal, obtindndu-se morfologii uniforme si
suprafete extinse, optimizate pentru interactiunea antimicrobiand. Distributia uniforma a
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nanoparticulelor in matricea polimerica si adeziunea stabila la substraturile din titan asigura eficienta
stratului in mediul oral. Testele microbiologice au evidentiat o inhibare semnificativd a formarii
biofilmului si a agentilor patogeni, precum Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa si
Candida albicans. Studiile in vitro au confirmat biocompatibilitatea materialului, fara efecte
citotoxice asupra celulelor preosteoblastice umane. Acest strat de acoperire propus are potentialul de
a reduce riscurile infectiilor peri-implantare, de a sustine regenerarea tisulara si de a imbunatati
integrarea implanturilor dentare in practica stomatologica moderna.

Integrarea rezultatelor statistice cu investigatiile experimentale oferad o perspectiva complexa
asupra imbundtatirii implantologiei dentare, furnizdnd o bazd solida pentru directii viitoare de
cercetare in vederea dezvoltarii unor solutii personalizate si eficiente pentru pacientii care necesita
reabilitare orala.

Concluziile tezei subliniaza potentialul nanomaterialelor de a preveni formarea biofilmului si

de a inhiba colonizarea microbiana, doud dintre cele mai frecvente cauze ale esecului tratamentelor
dentare. In plus, nanoparticulele utilizate s-au dovedit a fi biocompatibile si sigure in interactiunea cu
celulele umane, deschizand calea pentru aplicatii clinice extinse.
Aceastd cercetare demonstreaza cd nanotehnologia are potentialul de a revolutiona stomatologia
modernd, oferind solutii inovatoare pentru probleme critice, precum infectiile peri-implantare si
regenerarea osoasd. Rezultatele sustin aplicabilitatea nanomaterialelor in practica clinica si oferd o
baza solida pentru viitoarele dezvoltari in domeniul materialelor inteligente pentru implantologie
dentara.

Cu toate acestea, pentru a valida pe deplin eficacitatea si siguranta acestor materiale, sunt
necesare studii suplimentare in medii orale simulate care sa includa factori precum variabilitatea
microbiand, stresul mecanic si dinamica conditiilor orale reale. Evaluarile in vivo vor fi esentiale
pentru confirmarea performantelor observate in vitro si pentru determinarea comportamentului
acestor materiale pe termen lung, sub influenta factorilor biologici si mecanici specifici cavitatii orale.

CAPITOLUL 9. ORIGINALITATEA SI CONTRIBUTIILE
INOVATIVE ALE TEZEI

Aceastd cercetare a adus contributii semnificative In domeniul utilizarii nanomaterialelor
pentru aplicatii stomatologice, dezvoltand noi materiale cu proprietati avansate si realizand o analiza
statistica riguroasa asupra factorilor de risc implicati in succesul implanturilor dentare. Cele mai
importante contributii originale ale acestui studiu sunt prezentate mai jos.

o Analiza statistica riguroasa care a permis cuantificarea impactului variabilelor luate in calcul
si a oferit o baza obiectiva pentru optimizarea procesului decizional clinic, cu integrarea unei
abordari multidisciplinare pentru imbunatatirea implantologiei dentare

e Studiul combina expertiza in chimia materialelor, biologia celulara si ingineria biomedicala
pentru a propune solutii inovatoare care depasesc limitdrile materialelor conventionale
utilizate n stomatologie.

e A fost sintetizat un nou tip de nanoparticule compozite Zn.SnOa. acoperite cu SiO: si
functionalizate cu 5-Fluorouracil, cu potential ridicat pentru utilizarea in regenerarea osoasa
si terapia combinata antimicrobiand si antitumorala.

e A fost dezvoltat un nou strat de acoperire bazat pe polimetilmetacrilat (PMMA) imbogatit cu
nanoparticule de ZnO si ZnO-Ag, destinat protectiei bonturilor dentare impotriva formarii
biofilmului si a infectiilor peri-implantare.
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Cercetarea a deschis perspective noi asupra utilizarii nanomaterialelor pentru prevenirea
infectiilor peri-implantare, optimizarea osteointegrarii si reducerea complicatiilor post-
operatorii.

Prin abordarea acestor inovatii, se urmareste obtinerea unor materiale capabile sa reduca
riscurile asociate infectiilor peri-implantare, sd sprijine regenerarea tisulara complexa si sa
asigure o integrare optima cu tesuturile adiacente. Scopul final este crearea unei baze
stiintifice solide pentru introducerea nanomaterialelor in practica stomatologica moderna,
oferind solutii personalizate si eficiente pentru nevoile clinice actuale.

Aceastd lucrare a demonstrat ca utilizarea nanotehnologiei in stomatologie poate revolutiona

tratamentele existente, oferind solutii inovatoare pentru probleme critice precum infectiile post-
implantare, regenerarea osoasa si bioactivitatea implanturilor. Contributiile originale ale acestui

studiu sustin aplicabilitatea nanomaterialelor Tn practica clinicd si ofera un fundament solid pentru
viitoare directii de cercetare si dezvoltare in domeniul implantologiei dentare.
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