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Il. CONTRIBUTII PERSONALE

Capitolul 4. Motivatia si obiectivele cercetarii

Dezvoltarea biomaterialelor utilizate in medicina reprezintd un domeniu de interes major,
aflat intr-o continua expansiune, ca urmare a nevoii de materiale capabile sa raspunda simultan
cerintelor biologice, mecanice si functionale impuse de aplicatiile clinice moderne. In chirurgia
orala, chirurgia maxilo-faciala si stomatologia restaurativa, utilizarea implanturilor, placilor de
osteosinteza, plaselor si altor dispozitive de sustinere este esentiala pentru restabilirea continuitatii
osoase, stabilizarea segmentelor anatomice si facilitarea vindecarii tisulare. Tn mod traditional,
aceste dispozitive au fost realizate din biomateriale metalice neresorbabile, precum otelul
inoxidabil austenitic, aliajele cobalt-crom, titanul si aliajele sale, datoritad rezistentei mecanice
ridicate, duritatii favorabile si comportamentului bun la coroziune.

Cu toate acestea, utilizarea biomaterialelor metalice conventionale este asociata si cu o
serie de limitari clinice importante. Desi sunt stabile structural, aceste materiale pot elibera in timp
ioni metalici prin procese de coroziune sau uzura, ceea ce poate favoriza aparitia unor reactii
adverse locale sau, in anumite situatii, efecte sistemice. in plus, diferentele mari dintre proprietatile
mecanice ale implantului si cele ale osului pot induce fenomenul de stress shielding, cu
redistribuirea nefiziologica a solicitarilor si afectarea remodelarii osoase. La acestea se adauga
faptul ca materialele neresorbabile necesitéd frecvent o a doua interventie chirurgicala pentru
indepartarea lor dupa indeplinirea rolului functional, ceea ce creste morbiditatea, costurile si
disconfortul pacientului.

in acest context, biomaterialele biodegradabile au devenit o directie prioritara de cercetare,
deoarece pot oferi suport mecanic temporar in perioada critica a vindecarii, urmata de degradare
progresiva si eliminare fiziologica, fard a mai impune explantarea chirurgicala. Conceptul unui
implant resorbabil este deosebit de atractiv in chirurgia maxilo-faciala si in stomatologie, unde
stabilitatea mecanica trebuie sa fie suficienta pentru sustinerea procesului de regenerare osoasa,
dar limitata la intervalul necesar refacerii tisulare. Astfel, biomaterialul ideal trebuie sa combine
biocompatibilitatea, biodegradabilitatea controlata, bioactivitatea si proprietati mecanice cat mai
apropiate de cele ale osului uman.

Biocompatibilitatea reprezinta capacitatea materialului de a interactiona favorabil cu mediul
biologic, fara a induce reactii toxice, inflamatorii sau imunologice patologice la nivel local ori
sistemic. Biodegradabilitatea se refera la capacitatea acestuia de a se descompune treptat, sub
actiunea mediului biologic, Tn produsi compatibili cu organismul, care pot fi metabolizati sau
eliminati fara efecte adverse semnificative. Din punct de vedere clinic, aceste doua proprietati
trebuie corelate cu o degradare suficient de lenta pentru a mentine integritatea mecanica a
implantului pana la consolidarea osoasa, dar suficient de predictibila pentru a evita persistenta
inutila a materialului in tesuturi.

In cazul placilor utilizate pentru stabilizarea fracturilor maxilo-faciale sau al plaselor de
sustinere folosite in augmentarea osoasa, un comportament optim presupune mentinerea
suportului mecanic in fazele initiale ale vindecarii, urmata de degradarea progresiva a implantului
concomitent cu remodelarea osoasa. Pentru a raspunde acestei cerinte, materialul trebuie sa
prezinte si proprietati osteoconductive, respectiv capacitatea de a favoriza cresterea osului de la
nivelul patului gazda catre suprafata implantului, precum si o buna osteointegrare, definita prin
formarea unui contact functional si stabil intre material si tesutul osos nou format.

Dintre biomaterialele metalice biodegradabile investigate in ultimele decenii, magneziul si
aliajele sale s-au conturat ca o optiune deosebit de promitatoare. Interesul pentru acest metal
deriva din faptul ca magneziul este un element fiziologic al organismului uman, implicat in
numeroase procese metabolice, si prezintd proprietati mecanice mai apropiate de cele ale osului
comparativ cu biomaterialele metalice clasice. In plus, implanturile pe bazd de magneziu au
avantajul potential al resorbtiei complete, ceea ce reduce necesitatea unei a doua interventii
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chirurgicale.

Totusi, utilizarea magneziului ca biomaterial implantabil nu este lipsitd de dificultati.
Principala limitare este reprezentata de rata sa crescuta de coroziune in mediul biologic, care
poate conduce la pierderea prea rapida a proprietatilor mecanice inainte de finalizarea vindecarii
osoase. De asemenea, degradarea accelerata poate fi insotitd de degajare de hidrogen, cu
posibilitatea formarii de acumulari gazoase perimplantare, capabile sa interfereze cu integrarea
tisulara si cu raspunsul biologic local. In plus, magneziul pur are o rezistentd mecanica inferioara
unor aliaje metalice consacrate, motiv pentru care optimizarea compozitiei sale prin aliere
reprezinta o directie esentiala de cercetare.

in aplicatiile biomedicale, alegerea elementelor de aliere nu poate fi fundamentata exclusiv
pe imbunatatirea proprietatilor mecanice sau a rezistentei la coroziune, ci trebuie sa tina cont in
mod obligatoriu de profilul lor biologic. Elementele introduse in aliaj trebuie sa fie compatibile cu
organismul si s nu determine efecte toxice pe masura ce sunt eliberate in cursul degradarii. Din
aceasta perspectiva, sistemul Mg-Ca-Sr prezinta un interes stiintific si clinic aparte. Atat calciul,
cat si strontiul sunt elemente cu relevanta biologica pentru metabolismul osos, fiind implicate in
procesele de mineralizare, remodelare si stimulare a activitatii osteoblastice. Prin urmare, alierea
magneziului cu aceste elemente oferd perspectiva obtinerii unui biomaterial cu degradare
controlata, comportament biologic favorabil si potential osteogenic crescut.

Motivatia prezentei lucrari derivad din absenta unei solutii unanim acceptate privind
proiectarea unui biomaterial metalic biodegradabil capabil sa asigure, simultan, stabilitate
mecanica temporara, degradare predictibila si biocompatibilitate adecvata pentru utilizarea n
medicina, inclusiv in sfera orala si maxilo-faciala. Literatura de specialitate evidentiazéd numeroase
progrese in dezvoltarea aliajelor biodegradabile, dar si persistenta unor dificultati legate de
controlul degradarii, corelarea compozitiei cu raspunsul biologic si adaptarea proprietatilor
materialului la cerintele tesutului osos. Aceste aspecte justificd necesitatea unor investigatii
suplimentare orientate catre elaborarea si caracterizarea unor noi sisteme de aliaje pe baza de
magneziu.

Pornind de la aceste considerente, cercetarea doctorala a fost conceputa in vederea
obtinerii si evaluarii unor materiale biodegradabile din sistemul Mg-Ca-Sr, cu potential de utilizare
in medicina. Strategia de cercetare a avut la baza analiza critica a literaturii de specialitate
referitoare la biomaterialele resorbabile, la mecanismele de coroziune ale aliajelor de magneziu si
la rolul biologic al elementelor de aliere. Aceasta etapa documentara a permis definirea cadrului
experimental si formularea unei directii de cercetare orientate catre dezvoltarea unui aliaj cu
biocompatibilitate ridicata, capacitate de osteointegrare si biodegradabilitate controlata.

Obiectivul general al cercetarii doctorale a fost reprezentat de elaborarea, caracterizarea
si evaluarea unor aliaje biodegradabile pe baza de Mg-Ca-Sr, destinate aplicatiilor medicale, in
scopul identificarii unei compozitii capabile sa ofere un echilibru optim intre proprietatile
microstructurale, comportamentul la coroziune, compatibilitatea biologica si potentialul de
integrare osoasa.

In vederea atingerii acestui obiectiv general, au fost stabilite urmatoarele obiective
specifice:

o elaborarea experimentala a aliajelor din sistemul Mg-Ca-Sr, prin variatia controlata a
compozitiei chimice;

e caracterizarea microstructurala si compozitionala a materialelor obtinute, utilizdnd metode
specifice de analiza;

e evaluarea proprietatilor relevante din punct de vedere mecanic si a relatiei acestora cu
structura aliajului;

e investigarea comportamentului la coroziune Tn medii simulate biologic, pentru aprecierea
degradarii si a stabilitatii electrochimice;

« analiza citocompatibilitatii in vitro, in vederea evaluarii interactiunii dintre material si celulele



relevante biologic;
e investigarea comportamentului in vivo al aliajelor, cu accent pe raspunsul tisular si pe
modul de integrare a biomaterialului;
» stabilirea corelatiilor dintre compozitia aliajului, microstructura, rata de degradare si
raspunsul biologic, in scopul identificarii variantei cu cel mai bun profil biomedical.
in ansamblu, prezenta cercetare se inscrie in directia actuald de dezvoltare a
biomaterialelor inteligente, capabile sa imbine rolul mecanic temporar cu participarea activa la
procesele de regenerare tisulara. Prin abordarea sistemului Mg-Ca-Sr, teza urmareste sa
contribuie la extinderea cunostintelor privind aliajele biodegradabile si la fundamentarea utilizarii
lor Tn aplicatii medicale in care este necesara sustinerea osoasa tranzitorie, urmata de resorbtia
controlata a implantului.

Capitolul 5. Elaborarea aliajelor si analiza proprietitilor microstructurale ale
aligjelor sistemului Mg-Ca-Sr utilizate in cadrul cercetirilor (Mg-0.5Ca-xSr
(x=0.5; 1; 1,5; 2; 3%)))

5.1 Introducere
Scopul studiului

Scopul prezentului studiu a fost elaborarea experimentald a unor aliaje biodegradabile din
sistemul Mg-0.5Ca-xSr, cu variatia controlatad a continutului de strontiu, si caracterizarea complexa
a proprietatilor lor microstructurale, in vederea evidentierii relatiei dintre compozitia chimica si
organizarea structurald a materialului. Prin realizarea acestui demers s-a urmarit obtinerea unei
imagini clare asupra modului in care introducerea progresiva a strontiului influenteazad morfologia
grauntilor, distributia fazelor, omogenitatea aliajului si repartitia elementelor de aliere in masa
materialului. Studiul a fost conceput ca o etapd esentiala in evaluarea potentialului biomedical al
acestor compozitii, plecand de la premisa ca performanta biologica si comportamentul functional
al unui aliaj biodegradabil sunt conditionate in mod direct de caracteristicile sale microstructurale.
controlate de elaborare si prelucrare metalograficd, aliaje cu structurd find, uniformd si
reproductibild, adecvate pentru investigatii ulterioare privind coroziunea si biocompatibilitatea.
Prin utilizarea combinata a microscopiei optice, microscopiei electronice de scanare, analizei EDS
si difractiei de raze X, s-a urmadrit nu doar descrierea aspectului structural al probelor, ci si
identificarea fazelor prezente si aprecierea gradului de integrare a calciului si strontiului in sistemul
de aliaj. Astfel, scopul studiului nu s-a limitat la simpla obtinere a unor compozitii experimentale,
ci a vizat fundamentarea structurald a comportamentului acestor biomateriale, in perspectiva
utilizarii lor in aplicatii medicale care necesita degradare controlatd si interactiune favorabila cu

tesutul osos.



Ipoteza de lucru

Ipoteza de lucru a prezentului capitol a fost cd modificarea controlatd a continutului de
strontiu intr-un sistem de aliaje Mg-0.5Ca-xSr determina schimbari microstructurale semnificative,
cuantificabile prin metode moderne de analiza, cu impact direct asupra calitatii structurale si asupra
potentialului functional al materialului. S-a presupus cd mentinerea constantd a continutului de
calciu si variatia treptatda a concentratiei de strontiu conduc la rafinarea microstructurii, la
modificarea distributiei fazelor secundare si la o repartitie diferentiatd a elementelor de aliere in
matricea de magneziu. Tn acest sens, s-a considerat ci strontiul nu actioneaza doar ca element de
adaos compozitional, ci si ca factor activ In modelarea arhitecturii interne a aliajului.

Totodata, ipoteza de lucru a inclus ideea ca o microstructurd mai find si mai omogena,
asociatd unei dispersii controlate a fazelor intermetalice, ar putea reprezenta un indicator indirect al
unui comportament ulterior mai favorabil din punct de vedere electrochimic si biologic. Cu alte
cuvinte, s-a pornit de la presupunerea ca analiza microstructurald poate identifica acele compozitii
care prezintd caracteristici structurale superioare si care, prin urmare, au sanse mai mari de a
demonstra ulterior stabilitate adecvata, degradare mai predictibila si compatibilitate mai buna cu
mediul biologic. Prin urmare, variatia compozitionald din cadrul sistemului investigat a fost
consideratd un instrument experimental util pentru optimizarea viitoare a aliajului din perspectiva

utilizarii sale ca biomaterial biodegradabil.

Obiective specifice

Primul obiectiv specific al studiului a fost elaborarea controlatd a celor cinci variante de
aliaj din sistemul Mg-0.5Ca-xSr, utilizdnd conditii tehnologice capabile sa reduca oxidarea,
pierderile de material si neomogenitatile aparute in timpul topirii si turndrii. Acest obiectiv a fost
important deoarece, in cazul aliajelor pe baza de magneziu, calitatea procesului de elaborare
influenteaza decisiv structura finala a materialului si reproductibilitatea rezultatelor experimentale.

Al doilea obiectiv specific a constat in pregatirea metalografica riguroasa a probelor
obtinute, astfel incat suprafata acestora sa permitd evidentierea fideld a particularitatilor
microstructurale. Acest aspect a fost esential pentru obtinerea unor imagini clare si comparabile,
necesare evaludrii dimensiunii granulelor, conturului fazelor si gradului de uniformitate structurala
ntre diferitele compozitii investigate.

Al treilea obiectiv specific a fost analiza microstructurald prin microscopie optica, cu scopul
de a identifica modificarile morfologice induse de variatia continutului de strontiu. Prin aceasta
etapa s-a urmadrit aprecierea dimensiunii medii a grauntilor, a distributiei fazelor si a eventualelor

diferente de organizare structurald intre cele cinci tipuri de aliaje, pentru a evidentia tendintele



generale de rafinare sau complexificare microstructurala.

Al patrulea obiectiv specific a vizat investigarea detaliatd a suprafetei si a caracteristicilor
microstructurale prin microscopie electronica de scanare. Aceastd etapd a avut rolul de a completa
observatiile de la microscopia optica prin furnizarea unor informatii de rezolutie superioara privind
morfologia locald, fazele secundare si eventualele neomogenitati ale materialului, permitdnd o
interpretare mai aprofundata a arhitecturii interne a aliajelor.

Al cincilea obiectiv specific a fost determinarea distributiei elementale si a compozitiei
locale prin analiza EDS, pentru a evalua modul in care magneziul, calciul si strontiul sunt repartizate
in structura fiecdrui aliaj. Acest obiectiv a avut o importanta deosebitd deoarece omogenitatea
distributiei elementelor de aliere reprezintd un indicator relevant pentru calitatea materialului si
pentru comportamentul sdu ulterior in conditii experimentale si biologice.

Al saselea obiectiv specific a constat in identificarea fazelor cristaline prezente in aliajele
elaborate prin difractie de raze X. Prin aceastd analizd s-a urmadrit confirmarea structurii fazice a
materialelor si corelarea compozitiei experimentale cu prezenta unor compusi intermetalici
specifici, relevanti pentru intelegerea comportamentului structural al sistemului Mg-Ca-Sr.

Al saptelea obiectiv specific a fost compararea integrata a rezultatelor obtinute prin toate
metodele de caracterizare, In vederea stabilirii unei relatii coerente intre compozitia chimica si
particularitatile microstructurale ale fiecarui aliaj. Acest demers comparativ a permis identificarea
acelor compozitii care prezinta cele mai favorabile caracteristici structurale si care pot fi considerate
variante promitatoare pentru etapele urmatoare ale cercetarii.

Ultimul obiectiv specific a fost formularea unei interpretari structurale cu relevanta
biomedicald, pornind de la ideea ca microstructura reprezintd fundamentul comportamentului
ulterior al aliajului. Astfel, s-a urmarit ca rezultatele acestui capitol sd ofere baza stiintifica necesara
pentru selectia si evaluarea aliajelor Tn ceea ce priveste comportamentul la coroziune,

citocompatibilitatea si potentialul de utilizare in aplicatii medicale.

5.2 Materiale si metode

In vederea obtinerii aliajelor biodegradabile investigate in cadrul acestui studiu, au fost
elaborate cinci compozitii experimentale apartinand sistemului Mg-0.5Ca-xSr, in care procentul de
strontiu a fost variat controlat, iar continutul de calciu a fost mentinut constant. Elaborarea s-a
realizat prin topire in conditii controlate, utilizdnd un cuptor de inductie REX C100, ales datorita
capacitatii sale de a asigura un control adecvat al parametrilor termici si de a limita contaminarea
materialului in timpul procesului de elaborare. Avand in vedere reactivitatea crescutd a magneziului
la temperaturi inalte, turnarea a fost efectuatd in atmosfera inerta de argon, pentru a reduce riscul

de oxidare, ardere si aparitie a defectelor structurale asociate reactiilor nedorite cu mediul.



Dupa solidificare, din materialul obtinut au fost preparate probe destinate investigatiilor
microstructurale. Sectionarea acestora s-a realizat cu ajutorul unui sistem de tdiere de precizie
Metacut 302 (Metkon, Bursa, Turcia), astfel Incat sa se asigure integritatea probelor si evitarea
alterarii structurii prin incalzire excesivd sau deformare mecanica locald. Pentru facilitarea
manipuldrii i pentru obtinerea unor suprafete adecvate analizei metalografice, probele au fost
montate 1n rasind cu ajutorul unei prese automate Ecopress 52 (Metkon, Bursa, Turcia).

Pregatirea metalografica a inclus etape succesive de slefuire si lustruire, efectuate in mod
standardizat pentru a obtine o suprafatd pland, omogena si lipsitd de defecte care ar putea interfera
cu observatiile microscopice. Slefuirea s-a realizat progresiv, utilizand hartii abrazive metalografice
cu granulatii succesive, de la P300 pana la P2500, urmata de lustruirea finala pana la obtinerea unui
finisaj foarte fin, adecvat pentru examinarea microstructurald de detaliu. Pentru evidentierea
limitelor de graunte si a constituentilor structurali, suprafata probelor a fost ulterior atacata chimic
cu un reactiv metalografic preparat special, pe baza de alcool si acid sulfuric. Aceasta etapa a permis
punerea in evidenta a morfologiei structurale si a diferentelor de contrast dintre fazele prezente in
aliaj.

Caracterizarea microstructurald a fost realizatd printr-o abordare complementara, utilizand
atat microscopie optica, cit si microscopie electronicd de scanare. Examinarea prin microscopie
opticd a fost efectuatd cu un microscop Leica DMI5S000 M (Leica Microsystems, Wetzlar si
Mannheim, Germania), la diferite mariri, pentru evaluarea morfologiei generale a microstructurii,
a dimensiunii granulelor si a distributiei fazelor. Aceastd analiza a permis compararea celor Cinci
compozitii experimentale si aprecierea influentei continutului de strontiu asupra gradului de
rafinare structurala.

Pentru o investigatie de mai mare rezolutie a suprafetei si a particularitatilor locale ale
microstructurii, a fost utilizat un microscop electronic de scanare Thermo Scientific Quattro C
(Thermo Fisher Scientific, Brno, Republica Cehd). Analiza SEM a oferit informatii detaliate privind
morfologia fazelor, omogenitatea microstructurald si eventualele heterogenitdti locale, fiind
esentiala pentru intelegerea relatiei dintre compozitia aliajului si arhitectura sa interna. Totodata,
acest echipament a fost utilizat In combinatie cu spectroscopia de dispersie a energiei razelor X
(EDS), metoda prin care a fost evaluatd distributia elementelor chimice la nivelul suprafetei
analizate. Cartografierea elementald a permis aprecierea modului de repartizare a magneziului,
calciului si strontiului in structura fiecdrui aliaj, oferind date relevante asupra gradului de
omogenitate compozitionala.

Identificarea fazelor prezente in materialele elaborate a fost realizata prin difractie de raze
X (XRD), metodad indispensabild pentru caracterizarea structurald a aliajelor metalice. Analiza

difractometricad a permis evidentierea fazelor cristaline caracteristice si corelarea acestora cu



variatiile compozitionale introduse in sistemul Mg-Ca-Sr. Prin aceasta tehnicd au putut fi
identificate fazele principale si compusii intermetalici formati in material, contribuind la
interpretarea rezultatelor obtinute prin microscopie optica si electronica.

Prin asocierea acestor metode de analizd s-a urmadrit o caracterizare cat mai completd a
aliajelor elaborate, din perspectiva structurii, compozitiei si omogenitatii acestora. Strategia
metodologica adoptata a permis evaluarea comparativa a celor cinci compozitii si furnizarea unei
baze stiintifice solide pentru etapele urmatoare ale cercetarii, dedicate comportamentului la

coroziune si evaludrii biologice.

5.3 Rezultate
5.3.1. Elaborarea experimentala a aliajelor Mg-0.5Ca-xSr

In cadrul etapei experimentale au fost obtinute cinci variante de aliaje apartinand sistemului
Mg-0.5Ca-xSr, prin mentinerea constanta a continutului de calciu la 0,5% si cresterea progresiva a
concentratiei de strontiu la 0,5%, 1%, 1,5%, 2% si 3%. Procesul de elaborare a urmadrit obtinerea
unor materiale compacte, cu compozitie controlatd si aspect structural adecvat investigatiilor
ulterioare. Dupa turnare, au fost obtinute microlingouri utilizabile pentru prelucrarea probelor

destinate analizelor microstructurale si compozitionale.

Figura 5.1. Aspect macroscopic al microlingoului obtinut din sistemul Mg-0.5Ca-xSr.

Aspectul macroscopic al materialului turnat a indicat obtinerea unor probe compacte, fara
defecte vizibile majore la nivel de suprafata, ceea ce a permis continuarea protocolului experimental

prin sectionare, pregatire metalografica si caracterizare microscopica.

5.3.2. Analiza microstructurala prin microscopie optica

Analiza prin microscopie opticd a evidentiat faptul ca variatia continutului de strontiu
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influenteazi in mod direct organizarea structurali a aliajelor investigate. In toate probele examinate
a fost observata o structura policristalind, cu diferente evidente intre compozitii in ceea ce priveste
dimensiunea medie a grauntilor, uniformitatea structurala si complexitatea distributiei fazelor
secundare.

Pentru compozitia Mg-0.5Ca-0.5Sr, microstructura a prezentat graunti relativ mari si o
distributie structurald comparativ mai simpla, dimensiunea medie a grauntilor fiind de aproximativ
95 wm. La aceasta concentratie redusa de strontiu, structura a fost relativ uniforma, dar mai putin
rafinatd comparativ cu variantele cu continut mai mare de Sr.

Prin cresterea continutului de strontiu la 1%, in aliajul Mg-0.5Ca-1Sr, s-a observat o
reducere marcatd a dimensiunii medii a grauntilor pana la aproximativ 62 um, sugerand un efect de
rafinare microstructurald indus de adaosul de Sr. Aceastd compozitie a prezentat una dintre cele mai

omogene structuri dintre aliajele analizate.

Figura 5.3. Microstructura aliajului Mg-0.5Ca-1Sr la diferite mariri, evidentiind rafinarea

structurala asociata cresterii continutului de strontiu.

Pentru aliajul Mg-0.5Ca-1.5Sr, analiza microscopica a aratat o structura mai complexa,
caracterizata prin aparitia mai evidentd a unor zone de interactiune intre fazele principale si fazele
secundare. Dimensiunea medie a grauntilor a fost de aproximativ 70 um, ceea ce sugereaza ca, peste
un anumit prag de concentratie, influenta strontiului nu se mai exprima exclusiv prin rafinarea
granulara, ci si prin modificarea modului de distributie a constituentilor microstructurali.

1n cazul probelor Mg-0.5Ca-2Sr si Mg-0.5Ca-3Sr, microstructura a devenit progresiv mai
complexa. Pentru aliajul cu 2% Sr, dimensiunea medie a grauntilor a scazut la aproximativ 57 pm,
reprezentand cea mai redusi valoare observati in seria analizatd. In schimb, la compozitia cu 3%
Sr, dimensiunea medie a crescut la aproximativ 72 pum, ceea ce poate sugera ca adaosurile mai
ridicate de strontiu favorizeazda nu doar rafinarea structurald, ci si reorganizarea fazelor

intermetalice, cu impact asupra arhitecturii generale a aliajului.
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Pentru prezentarea sintetica a acestor diferente, cea mai relevanta imagine pentru rezumat
este cea care ilustreaza tendinta generala de modificare structurald intre compozitiile extreme si

cele intermediare.

Figura 5.6. Microstructura aliajului Mg-0.5Ca-3Sr la diferite mariri, evidentiind complexitatea

structurala crescuta la concentratii mai mari de strontiu.

In ansamblu, analiza prin microscopie optica a demonstrat ca adaosul progresiv de strontiu
modifica semnificativ dimensiunea grauntilor si gradul de complexitate al microstructurii, sugerand

o relatie directa intre compozitia chimica si organizarea structurald a aliajelor Mg-Ca-Sr.

5.3.3. Analiza microstructurala prin microscopie electronica de scanare (SEM)

Examinarea suprafetelor prin microscopie electronica de scanare a completat observatiile
realizate prin microscopie optica si a permis o apreciere mai detaliatd a morfologiei locale a
aliajelor. Imaginile SEM au evidentiat o microstructurd relativ compactd, fard defecte majore
evidente, precum porozitdti extinse sau fisuri structurale, aspect important pentru utilizarea
biomedicald a acestor materiale.

Pe masura ce proportia de strontiu a crescut, au devenit mai evidente diferentele privind
distributia fazelor secundare si heterogenitatea locald a suprafetei. In special la compozitiile
intermediare si mari, contrastul observat in imaginile SEM a sugerat formarea unor regiuni distincte
din punct de vedere compozitional, corespunzatoare unor faze intermetalice distribuite Tn matricea
de magneziu.

Dintre imaginile SEM disponibile, pentru rezumat este suficientd alegerea unei singure
imagini reprezentative pentru o compozitie intermediara, unde diferentierea morfologica este mai

clara.
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Figura 5.9. Microstructura aliajului Mg-0.5Ca-1.5Sr analizata prin SEM la diferite mariri: (a)
100X, (b) 200X, (c) 500X, (d) 1000X, (e) 2000X, (f) 5000X.

Aceasta observatie sustine ipoteza conform careia modificarea compozitiei prin adaos de
strontiu influenteazd nu doar dimensiunea grauntilor, ci si distributia locala a fazelor si

omogenitatea structurald a aliajului.

5.3.4. Identificarea fazelor prin difractie de raze X (XRD)
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Analiza prin difractie de raze X a confirmat caracterul multiphase al aliajelor elaborate.
Difractogramele obtinute au evidentiat prezenta fazei de bazd a-Mg, alaturi de faze intermetalice
asociate elementelor de aliere, in special compusi de tip Mg-Ca, MgSr si Mg.Sr. Prezenta acestor
constituenti confirma faptul ca introducerea calciului si strontiului in sistemul de aliaj nu ramane
limitatd la o simpla dizolvare in matrice, ci contribuie la formarea unor faze distincte, relevante
pentru comportamentul ulterior al materialului.

Pentru rezumat, cea mai utild este includerea unei singure difractograme reprezentative,
preferabil pentru una dintre compozitiile cu continut mai ridicat de strontiu, unde diferentierea

fazelor este mai sugestiva.
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Figura 5.16. Difractia de raze X pentru aliajul Mg-0.5Ca-3Sr.
Rezultatele XRD au confirmat cd modificarea compozitiei influenteaza structura fazica a
materialului si sustin datele microscopice referitoare la cresterea complexitatii microstructurale

odata cu cresterea concentratiei de strontiu.

5.3.5. Analiza compozitionala si distributia elementala prin EDS

Analiza EDS a evidentiat prezenta principalelor elemente constitutive ale sistemului
investigat, respectiv magneziu, calciu si strontiu, in toate probele analizate. Datele obtinute au aratat
ca magneziul ramane elementul dominant in toate compozitiile, In timp ce proportia strontiului
creste progresiv odatd cu modificarea compozitiei nominale a aliajului. Calciul a fost identificat in
cantitati relativ constante, in concordantd cu formula de elaborare utilizata.

Pentru aliajul Mg-0.5Ca-0.5Sr, analiza EDS a indicat o compozitie dominatd de Mg, cu

valori reduse, dar detectabile, pentru Ca si Sr. In schimb, in aliajul Mg-0.5Ca-3Sr, concentratia de
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strontiu determinata la suprafata a fost semnificativ mai mare, concomitent cu o reducere relativa a
ponderii magneziului. Aceastd evolutie este concordanta cu variatia compozitionald intentionata a
sistemului experimental.

Pentru redarea sintetica a acestor rezultate, merita pastrat un singur tabel comparativ sau,
daca vrei sa alegi din cele existente, cel mai relevant este tabelul pentru compozitia extrema, unde

diferentele sunt cele mai vizibile.

[0)
Element Line At. % Wt. % Net Counts é:ro/: Wt. % Error
Mg K 98.3 95.6 3800421 0.3 0.3
Ca K 0.8 1.3 26 786 0.0 0.0
Sr L 0.9 3.1 28 851 0.0 0.0

Tabelul 5.5. Compozitia elementala determinata prin EDS pentru aliajul Mg-0.5Ca-3Sr.

Distributia elementala pe suprafata a aratat o repartizare globald favorabila a strontiului si
calciului Tn matricea de magneziu, fara acumulari masive sau segregari extreme in campurile
analizate. Hartile elementale au sustinut ideea unei integrari adecvate a elementelor de aliere in
structura materialului.

Pentru rezumat, cea mai relevanta ilustratie din aceasta categorie este una care combina

imaginea SEM si hartile de distributie, deoarece oferd atat suport morfologic, cat si compozitional.

Figura 5.31. Harti de distributie elementala pentru aliajul Mg-0.5Ca-3Sr: Mg, Sr si Ca.

Rezultatele EDS sustin faptul ca metoda de elaborare utilizata a permis obtinerea unor aliaje
cu distributie compozitionala adecvata, iar cresterea continutului de strontiu s-a reflectat

corespunzator in analiza suprafetei.

5.4 Discutii
Rezultatele obtinute evidentiaza faptul ca variatia controlata a continutului de strontiu in
sistemul Mg-0.5Ca-xSr influenteaza semnificativ arhitectura microstructurala a aliajelor elaborate.

Reducerea dimensiunii medii a grauntilor odata cu cresterea initiald a concentratiei de Sr, urmata
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de aparitia unor structuri mai complexe la adaosuri mai mari, sugereaza ca strontiul are un rol dublu:
pe de o parte, favorizeaza rafinarea structurala, iar pe de altd parte participa la reorganizarea fazelor
secundare. Acest comportament este Tn acord cu observatiile din literatura recentd privind influenta
elementelor bioactive asupra microstructurii aliajelor biodegradabile de magneziu (Liu si colab.,
2021; Earar si colab., 2024).

Datele SEM si EDS au sustinut observatiile obtinute prin microscopie optica, indicand o
distributie relativ uniforma a elementelor de aliere si absenta unor defecte structurale majore,
precum porozitati extinse sau microfisuri. Aceastd omogenitate microstructurald este relevanta din
perspectiva biomedicald, deoarece heterogenitatile locale pot favoriza aparitia microcuplurilor
galvanice si accelerarea degradarii localizate, fenomen frecvent descris la aliajele pe baza de
magneziu (Atrens si colab., 2011; Esmaily si colab., 2017). In plus, identificarea fazelor
intermetalice prin XRD confirma faptul cd adaosurile de Ca si Sr nu rdman distribuite exclusiv in
solutie solida, ci participd la formarea unor constituenti structurali capabili sa influenteze
comportamentul ulterior al aliajului.

Din punct de vedere functional, rafinarea microstructurald observata in unele compozitii
poate fi considerata favorabild, intrucat structurile mai fine sunt asociate, in general, cu o distributie
mai uniforma a solicitdrilor si cu un comportament electrochimic mai predictibil. Literatura de
specialitate aratd ca optimizarea dimensiunii grauntilor si a distributiei fazelor secundare poate
contribui la imbunatatirea rezistentei la coroziune si la controlul biodegradarii, aspect esential
pentru utilizarea clinica a acestor materiale (Gu si colab., 2009; Zheng si colab., 2014; Zhao si
colab., 2017).

Rolul calciului 1n stabilizarea si rafinarea microstructurii trebuie, de asemenea, subliniat. Ca
element cu relevanta biologica si metalurgica, calciul contribuie la formarea unor structuri mai fine
si mai uniforme, efect raportat si in alte studii dedicate aliajelor Mg-Ca (Moldovan si colab., 2023;
Li si colab., 2020). In ansamblu, rezultatele acestui capitol sustin potentialul sistemului Mg-Ca-Sr
ca baza pentru dezvoltarea unor biomateriale biodegradabile cu profil structural favorabil, desi
validarea completd a utilitdtii biomedicale necesitd corelarea acestor date cu rezultatele

electrochimice si biologice ulterioare (Witte, 2010).

5.5. Concluzii

Rezultatele obtinute n acest capitol demonstreaza ca aliajele biodegradabile din sistemul
Mg-0.5Ca-xSr pot fi elaborate in conditii controlate, obtinandu-se materiale cu microstructuri bine
definite si cu un grad bun de omogenitate. Analiza comparativa a celor cinci compozitii investigate
a aratat ca variatia continutului de strontiu influenteaza in mod direct organizarea structurald a

aliajului, in special prin modificarea dimensiunii grauntilor, a distributiei fazelor secundare si a
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uniformitatii generale a microstructurii.

Observatiile realizate prin microscopie optica si microscopie electronica de scanare au
evidentiat faptul cd introducerea strontiului in sistemul Mg-0.5Ca-xSr favorizeaza rafinarea
microstructuralda pana la anumite concentratii, dupa care apar structuri mai complexe, asociate
redistribuirii constituentilor intermetalici. Aceastd constatare sugereaza ca efectul strontiului nu este
limitat la simpla reducere a dimensiunii grauntilor, ci implica si modificari ale arhitecturii interne a
aliajului. In paralel, analiza EDS a confirmat prezenta si distributia elementelor Mg, Ca si Sr in
toate probele analizate, iar examinarea prin XRD a sustinut existenta fazelor caracteristice
sistemului investigat.

Din punct de vedere structural, aliajele elaborate au prezentat caracteristici favorabile pentru
continuarea evaludrilor experimentale ulterioare. Absenta unor defecte evidente majore, asociata cu
o distributie relativ uniforma a elementelor de aliere, reprezinta un argument important in favoarea
utilizarii acestor materiale ca baza pentru biomateriale biodegradabile. In plus, relatia observati
intre compozitia chimicd si microstructura obtinutd indica faptul ca ajustarea controlatd a
continutului de strontiu poate constitui o strategie eficientd de optimizare a proprietétilor
functionale ale sistemului Mg-Ca-Sr.

Prin urmare, acest capitol confirma faptul ca analiza microstructurald reprezinta o etapa
esentiala in caracterizarea aliajelor biodegradabile si ofera informatii relevante pentru intelegerea
comportamentului lor ulterior. Datele obtinute constituie baza stiintificd necesard pentru
investigarea etapelor urmatoare ale cercetarii, respectiv evaluarea comportamentului la coroziune,
contureaza ca o directie promitatoare pentru dezvoltarea unor biomateriale resorbabile cu potential

de aplicare in medicina.

Capitolul 6. Analiza comportamentului la coroziune a aliajelor sistemului Mg-
Ca-Sr (Mg-0.5Ca-xSr (x=0.5; 1; 1,5; 2; 3%)).

6.1 Introducere
Scopul studiului

Scopul prezentului studiu a fost evaluarea comparativda a comportamentului la coroziune al
aliajelor biodegradabile din sistemul Mg-0,5Ca-xSr (x = 0,5; 1; 1,5; 2; 3%), Tn medii electrolitice
cu relevantd biologicd, in vederea identificarii compozitiilor cu degradare controlata si stabilitate
electrochimicd adecvatd pentru posibile aplicatii medicale. Analiza a urmarit caracterizarea
raspunsului electrochimic al acestor aliaje prin metode specifice, precum determinarea potentialului

in circuit deschis, polarizarea potentiodinamica si testele de imersie, corelate cu examinarea
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modificarilor morfologice si compozitionale ale suprafetei dupd expunerea la medii corozive
simulate.

In contextul utilizdrii biomaterialelor metalice biodegradabile, studiul comportamentului la
coroziune reprezintd o etapa esentiald, deoarece viteza de degradare trebuie sa fie suficient de
redusd pentru a mentine suportul mecanic in perioada criticd a vindecarii, dar suficient de
predictibild pentru a permite resorbtia progresiva a implantului. In acest sens, scopul cercetirii a
fost de a stabili in ce masura variatia continutului de strontiu influenteaza rezistenta la coroziune,
formarea produselor de degradare si stabilitatea stratului superficial al aliajelor investigate.
Totodatd, s-a urmadrit identificarea acelei compozitii care ofera cel mai bun echilibru intre
reactivitatea electrochimica, omogenitatea degradarii si potentialul de utilizare ca material

implantabil resorbabil.

Ipoteza de lucru

Ipoteza de lucru a acestui studiu a fost ca modificarea controlata a continutului de strontiu
n cadrul sistemului Mg-0.5Ca-xSr influenteaza semnificativ mecanismele de coroziune si cinetica
degradarii in medii fiziologice simulate. S-a presupus ca adaosurile mici si moderate de strontiu pot
contribui la ameliorarea comportamentului electrochimic prin rafinarea microstructurii si prin
distributia mai uniforma a fazelor secundare, ceea ce ar putea reduce susceptibilitatea la coroziune
localizata si ar favoriza o degradare mai uniforma.

In acelasi timp, s-a considerat ci depisirea unui anumit prag compozitional al strontiului
poate avea un efect invers, prin favorizarea formarii unor faze intermetalice cu comportament
catodic fatd de matricea de magneziu. Aceste faze ar putea intensifica procesele de coroziune
galvanica la scara microstructurald, conducind la cresterea vitezei de degradare si la scaderea
stabilitatii electrochimice a aliajului. Prin urmare, ipoteza centrald a fost ca existd un interval optim
al continutului de Sr in care aliajele Mg-Ca-Sr pot prezenta un comportament la coroziune mai

favorabil comparativ atdt cu variantele cu adaos redus, cat si cu cele cu adaos excesiv de strontiu.

Obiective specifice

Un prim obiectiv specific al studiului a fost evaluarea comportamentului electrochimic al
aliajelor Mg-0.5Ca-xSr in solutie simulated body fluid (SBF), utilizind metode rapide de
caracterizare, pentru determinarea parametrilor fundamentali ai coroziunii, respectiv potentialul de
coroziune, densitatea curentului de coroziune, rezistenta la polarizare si viteza de coroziune.

Al doilea obiectiv specific a constat in compararea influentei continutului de strontiu asupra
degradarii electrochimice a celor cinci variante de aliaj, astfel Incat sa poata fi evidentiata relatia

dintre compozitia chimica si stabilitatea in medii biologice simulate. Prin aceastd analizd s-a urmarit
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identificarea unei tendinte compozitionale si delimitarea unui posibil domeniu optim de aliere.

Un alt obiectiv specific a fost realizarea testelor de imersie in SBF, in conditii controlate de
timp si temperaturd, pentru a determina gravimetric viteza de coroziune si pentru a evalua
modificarile de masa asociate procesului de degradare. Aceastd etapd a completat datele
electrochimice si a oferit o perspectiva mai apropiata de comportamentul real al materialului Tn
contact prelungit cu mediul electrolitic.

De asemenea, s-a urmarit monitorizarea variatiei pH-ului solutiei in timpul testelor de
imersie, ca indicator indirect al intensitatii reactiilor electrochimice si al alcalinizarii mediului prin
formarea ionilor hidroxil in cursul dizolvarii magneziului.

Un obiectiv important al studiului a fost examinarea suprafetei probelor inainte si dupa
testele de coroziune, prin microscopie electronica de scanare si analizd EDS, pentru a evidentia
morfologia degradarii, tipul produselor de coroziune si distributia elementelor chimice la suprafata
aliajelor dupa expunerea in medii corozive.

Totodata, cercetarea a urmarit compararea comportamentului la coroziune al unor
compozitii selectate in doud medii electrolitice distincte, respectiv NaCl 0,9% si Dulbecco-PBS,
pentru a evidentia rolul compozitiei solutiei asupra mecanismelor de degradare si asupra formarii
straturilor superficiale protectoare sau instabile.

Tn final, obiectivul integrator al acestui capitol a fost corelarea rezultatelor electrochimice,
gravimetrice si morfologice, in scopul identificarii compozitiilor Mg-Ca-Sr cu potential optim
pentru utilizare ca biomateriale biodegradabile, capabile sd combine degradarea controlatd cu

stabilitatea electrochimica necesara aplicatiilor implantabile temporare.

6.2 Materiale si metode

Evaluarea comportamentului la coroziune al aliajelor investigate a fost realizata printr-0
abordare experimentala combinatd, care a inclus metode electrochimice rapide, teste de imersie si
analize morfologice si compozitionale ale suprafetei dupd expunerea in medii corozive simulate.
Au fost studiate aliaje apartinand sistemului Mg-0.5Ca-xSr, cu variatia controlatd a continutului de
strontiu, pentru a aprecia influenta compozitiei asupra stabilitatii electrochimice si asupra modului
de degradare in conditii cu relevanta biologica.

Caracterizarea electrochimica a fost efectuata utilizand un potentiostat OrigaFlex, in cadrul
unei celule electrochimice cu trei electrozi. In aceastd configuratie, proba de aliaj a constituit
electrodul de lucru, electrodul auxiliar a fost din platina, iar ca electrod de referinta s-a utilizat un
electrod de calomel saturat. Determinarile au inclus masurarea potentialului in circuit deschis,
urmatd de teste de polarizare liniara si ciclicd, efectuate in conditii controlate de temperatura si

aerare. Aceste metode au permis determinarea principalilor parametri ai coroziunii, respectiv
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potentialul de coroziune, densitatea curentului de coroziune, rezistenta la polarizare si viteza de
coroziune, utilizand facilitatile analitice ale programului dedicat echipamentului.

Ca mediu electrolitic principal a fost utilizatd solutia simulated body fluid (SBF), preparata
conform compozitiei propuse de Kokubo, pentru a reproduce cat mai fidel conditiile ionice ale
plasmei umane. Tntr-o etapa suplimentari a studiului, comportamentul unor compozitii selectate a
fost comparat si in alte doua medii: solutie salind 0,9% NaCl si solutie tamponata cu fosfat de tip
Dulbecco, fara calciu. Aceasta abordare a permis evaluarea influentei compozitiei mediului asupra
proceselor de degradare si asupra formarii produselor de coroziune la suprafata probelor.

Pentru completarea rezultatelor electrochimice, au fost efectuate si teste de imersie in SBF,
in conditii statice, la temperaturd controlata, pe o duratd de 72 de ore. Probele au fost pregatite
anterior prin sectionare, slefuire progresiva si lustruire finala, astfel incat suprafata expusa sa fie
reproductibild si comparabild intre esantioane. Dupa imersie, probele au fost curatate, uscate si
analizate gravimetric, viteza de coroziune fiind calculatd pe baza pierderii de masa raportate la aria
expusi si la timpul de testare. In paralel, a fost monitorizata variatia pH-ului solutiei, pentru a
surprinde alcalinizarea mediului asociata proceselor de degradare ale magneziului.

Modificarile morfologice produse la suprafata aliajelor in urma testelor de coroziune au fost
investigate prin microscopie electronicd de scanare (SEM), iar compozitia chimica locald a
produselor de coroziune a fost evaluata prin spectroscopie de dispersie a energiei razelor X (EDS).
In plus, in anumite situatii, identificarea fazelor formate la suprafata a fost completata prin difractie
de raze X (XRD). Asocierea acestor metode a permis corelarea parametrilor electrochimici cu
aspectele morfologice si compozitionale ale degradarii, oferind o imagine integratd asupra

comportamentului la coroziune al aliajelor Mg-Ca-Sr studiate.

6.3 Rezultate
6.3.1. Comportamentul electrochimic in solutie SBF

Analiza electrochimica a aliajelor din sistemul Mg-0.5Ca-xSr in solutie simulated body fluid
(SBF) a evidentiat o influentd clara a continutului de strontiu asupra parametrilor de coroziune.
Valorile densitatii curentului de coroziune si ale vitezei de coroziune au indicat un comportament
neliniar al sistemului, cu ameliorarea rezistentei la coroziune la concentratii mici si moderate de Sr,
urmatd de degradare accelerata la adaosuri mai mari.

Cea mai favorabild comportare electrochimica a fost observata pentru aliajul cu 1% Sr (Gal
2), care a prezentat cea mai micd densitate a curentului de coroziune si cea mai redusa viteza de
coroziune dintre toate compozitiile analizate. Acest rezultat sugereaza ca, la aceastd concentratie,
strontiul contribuie la stabilizarea raspunsului electrochimic, probabil printr-o distributie mai

uniforma a fazelor si printr-o microstructura mai find. In schimb, pentru aliajele cu 2% si 3% Sr,
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viteza de coroziune a crescut semnificativ, ceea ce indica aparitia unui efect negativ al excesului de

strontiu asupra stabilitétii electrochimice.

Proba E(1=0) jeorr Rp veorr -Bc Ba

(mV) (mA /cm, | ohm.cm, (mm /an) (mV/dec) (mV/dec)
Gal 1 -1976 0.4748 54.49 10.95 159 164
Gal 2 1805 0.1981 99.18 4.56 102.8 118.
Gal 3 1896 0.3931 131.77 9.06 372.2 291.8
Gal 4 2020 0.5170 97.41 11.92 327.8 331.2
Gal 5 1926 0.6387 55.67 14.73 265.1 163.7

Tabelul 6.2. Parametrii coroziunii electrochimice pentru aliajele Mg-0,5Ca-xSr in solutie SBF.

Rezultatele testelor de imersie au confirmat tendinta observatd electrochimic. Dupa
expunerea in SBF, probele cu adaos moderat de strontiu au prezentat o degradare mai redusa, in
timp ce aliajele cu procent crescut de Sr au inregistrat pierderi de masa mai mari si o deteriorare
mai accentuatd a suprafetei. Aceste date sustin ideea cd, desi strontiul poate imbunatati
comportamentul la coroziune la concentratii mici, depasirea unui anumit prag compozitional
favorizeaza instabilitatea electrochimica si accelerarea degradarii.

Analiza morfologica a suprafetelor dupa coroziune a evidentiat diferente importante intre
compozitiile extreme. In cazul aliajului cu continut redus de Sr, suprafata a prezentat produse de
coroziune distribuite neuniform si modificiri topografice moderate. In schimb, proba cu 3% Sr a
evidentiat un strat de coroziune mult mai dezvoltat, cu morfologie poroasa, depuneri voluminoase
si zone extinse de exfoliere, aspecte sugestive pentru o degradare mai intensd si mai putin
controlatd. Aceste observatii sunt in concordantd cu datele electrochimice si gravimetrice,

confirmand faptul ca adaosurile mari de strontiu afecteaza negativ stabilitatea sistemului.

log I(mA/em?)
A
—
o

Potential [ V]

Figura 6.2. Diagramele Tafel pentru probele Mg-0.5Ca-xSr in solutie SBF.

Analizele SEM si EDS realizate pe suprafetele corodate au aratat cd produsii de degradare
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contin predominant magneziu si oxigen, alaturi de elemente provenite din mediul electrolitic,
precum fosfor si clor. Pentru proba cu continut mare de Sr s-a observat si o imbogatire relativa a
suprafetei in strontiu, fenomen explicabil prin dizolvarea preferentiald a matricei de magneziu si
persistenta fazelor bogate in Sr la nivel superficial. Aceastd distributie compozitionald sustine
interpretarea conform careia fazele bogate in strontiu pot juca un rol important in accelerarea

coroziunii locale.

6.3.2. Testele de imersie in SBF

Rezultatele testelor de imersie au confirmat tendinta evidentiatd prin metodele
electrochimice. Dupa 72 de ore de expunere in solutie SBF, aliajul cu 1% Sr a inregistrat cea mai
redusa rata de coroziune, in timp ce proba cu 3% Sr a prezentat cea mai mare pierdere de masa si
cea mai ridicata viteza de degradare. Aceasta evolutie sustine ideea ca adaosul moderat de strontiu
poate imbunatati comportamentul la coroziune, In timp ce cresterea excesiva a continutului de Sr
devine nefavorabila pentru stabilitatea aliajului Tn mediu biologic simulat.

Pe parcursul testului de imersie s-a observat si o crestere progresivd a pH-ului solutiei,
fenomen caracteristic degradarii aliajelor pe baza de magneziu. Alcalinizarea mediului reflecta
dizolvarea anodica a matricei metalice si formarea ionilor hidroxil, constituind un indicator indirect
al intensitatii proceselor de coroziune. Valorile mai mari ale pH-ului au fost asociate cu probele
care au prezentat si cele mai accentuate modificari de masd, ceea ce confirma corelatia dintre

activitatea electrochimica si degradarea gravimetrica.

6.3.3. Modificari morfologice si compozitionale ale suprafetei dupa coroziune

Analiza suprafetelor corodate prin microscopie electronicd a evidentiat modificari
morfologice dependente de compozitia aliajului. Pentru compozitiile cu adaos redus de strontiu,
suprafata dupa coroziune a prezentat depuneri neuniforme si modificari topografice moderate,
sugestive pentru formarea unui strat superficial instabil. In schimb, la compozitiile cu continut
crescut de strontiu, degradarea a fost mai accentuatd, cu aparitia unui strat de coroziune mai gros,
cu morfologie poroasa si cu zone de exfoliere superficiala.

Aceste observatii indicd faptul cd adaosurile mari de Sr favorizeaza o degradare mai intensa
si mai putin controlata, probabil prin asocierea cu o heterogenitate electrochimicd mai pronuntata
la nivel microstructural. Analizele EDS au aratat ca produsii de coroziune contin predominant
Magneziu si oxigen, la care se adaugd elemente provenite din mediul de testare, precum fosfor si
clor. In probele cu continut ridicat de strontiu s-a observat si o imbogitire relativi a suprafetei in
Sr, interpretabild prin dizolvarea preferentiala a matricei de Mg si persistenta fazelor bogate in

strontiu la nivelul suprafetei corodate.
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ETD  SE 142mm 3.0

Figura 6.9. Imagine SEM reprezentativa pentru proba cu degradare accentuata dupa coroziune
200x, 1000x si 2000x - G 5

6.3.4. Comparatia intre NaCl si Dulbecco-PBS

Compararea comportamentului aliajelor selectate in NaCl 0,9% si in Dulbecco-PBS a aratat
cd natura mediului electrolitic influenteazd direct mecanismul de degradare. In ambele solutii,
aliajul cu 1,5% Sr a prezentat o comportare mai favorabila decat varianta cu 0,5% Sr, ceea ce
sugereaza ca o crestere moderatd a continutului de strontiu poate avea un efect benefic asupra
stabilitatii electrochimice.

In solutia salini, degradarea a fost mai agresivi, cu activitate anodici mai intensd si cu
produse de coroziune mai putin stabile. In mediul Dulbecco-PBS, raspunsul electrochimic a sugerat
formarea unei pelicule superficiale cu caracter mai protector, capabile sa creasca temporar
rezistenta la transferul de sarcina. Totusi, aceastd protectie nu a fost completd si nu a eliminat
procesele de degradare, ci doar le-a moderat. Ansamblul rezultatelor arata ca mediul de testare are
un rol decisiv in exprimarea comportamentului la coroziune al aliajelor Mg-Ca-Sr si trebuie luat in

considerare 1n evaluarea potentialului lor biomedical.

6.4 Discutii

Rezultatele obtinute arata ca rezistenta la coroziune a aliajelor din sistemul Mg-0.5Ca-xSr
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este dependenta atit de compozitia chimica, cat si de microstructura indusd de aceasta. Datele
electrochimice si gravimetrice indicd existenta unui interval compozitional favorabil, in care
adaosul moderat de strontiu reduce viteza de degradare, in timp ce cresterea excesiva a continutului
de Sr accelereaza procesele de coroziune. Acest comportament este concordant cu literatura privind
aliajele biodegradabile pe baza de magneziu, unde degradarea este controlatd de relatia dintre
matricea a-Mg, fazele intermetalice si compozitia electrolitului (Zheng si colab., 2014; Tan si
colab., 2013).

Comportamentul mai bun observat pentru aliajul cu 1% Sr sugereaza ca, la acest nivel,
strontiul contribuie la rafinarea microstructurii si la o distributie mai uniforma a fazelor secundare,
ceea ce limiteazad aparitia microcuplurilor galvanice active. Efecte similare au fost raportate si
pentru alte sisteme Mg-Ca-Sr, unde adaosurile moderate de Sr au fost asociate cu ameliorarea
stabilitdtii electrochimice si cu o degradare mai uniformd (Homayun si Afshar, 2014; Liu si colab.,
2021). In schimb, la concentratii mai mari, cresterea fractiei de faze bogate in Sr favorizeaza aparitia
unor regiuni catodice locale, care accelereazd dizolvarea anodicd a matricei de magneziu. Acest
mecanism explicd valorile mai ridicate ale curentului de coroziune si degradarea accentuata
observata pentru aliajele cu 2% si 3% Sr (Gu si colab., 2009; Zheng si colab., 2014).

Diferentele dintre mediile de testare confirma rolul decisiv al compozitiei electrolitice. In
prezenta ionilor de clor, pelicula de Mg(OH): este instabila, iar suprafata devine susceptibila la
coroziune localizata si pitting, fenomen bine descris pentru aliajele de magneziu in solutii saline
(Atrens si colab., 2011; Esmaily si colab., 2017). In mediile care contin fosfati, pot aparea depuneri
superficiale mixte, cu efect de bariera temporara, capabile sd creasca rezistenta la transferul de
sarcina, fara a opri insa complet degradarea (Kokubo si Takadama, 2006; Surmenev, 2012).

Din perspectiva biomedicald, aceste rezultate sustin ideea ca aliajele Mg-Ca-Sr pot avea
utilitate clinicd doar intr-un domeniu compozitional atent controlat. Un continut moderat de strontiu
oferd un compromis mai favorabil intre degradare controlatd si potential biologic, in timp ce
adaosurile excesive pot compromite stabilitatea implantului inainte de finalizarea vindecarii osoase

(Zhao si colab., 2017; Chiu si colab., 2017).

6.5. Concluzii

Rezultatele acestui capitol aratd cd comportamentul la coroziune al aliajelor Mg-0.5Ca-xSr
depinde direct de continutul de strontiu si de microstructura asociatd. Adaosurile moderate de Sr au
fost corelate cu o degradare mai redusa si mai uniforma, in timp ce concentratiile mai mari au
determinat accelerarea coroziunii si scaderea stabilitatii electrochimice. S-a observat cd excesul de
strontiu favorizeaza aparitia unor faze intermetalice bogate in Sr, care intensifica procesele de

coroziune galvanica si accelereazd dizolvarea matricei de magneziu. In consecinta, efectul
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strontiului asupra comportamentului la coroziune nu este liniar, ci dependent de intervalul
compozitional. De asemenea, mediul de testare a influentat semnificativ mecanismul de degradare.
Solutia salind a produs o coroziune mai agresiva, in timp ce mediul Dulbecco-PBS a favorizat
formarea unor straturi superficiale cu efect protector temporar.

In ansamblu, rezultatele sustin existenta unui domeniu compozitional optim pentru strontiu,
n care aliajele Mg-Ca-Sr pot asigura un echilibru mai bun intre degradare controlata si stabilitate

electrochimica, aspect important pentru utilizarea lor ca biomateriale biodegradabile.

Capitolul 7. Realizarea testelor de evaluare in vitro, a citocompatibilitatii

pentru aliajele sistemului Mg Ca Sr

7.1. Introducere

Scopul studiului

biodegradabile din sistemul Mg-Ca-Sr, prin analiza efectului extractelor obtinute din aceste
materiale asupra viabilitatii si morfologiei osteoblastelor din linia celulard MG63. Cercetarea a
urmadrit sa stabileasca daca produsii de degradare rezultati in urma interactiunii aliajelor cu mediul
de cultura induc efecte citotoxice sau, dimpotriva, creeaza un microambient favorabil supravietuirii
si proliferarii celulare.

un model experimental controlat, relevant pentru utilizarea lor potentiald ca biomateriale
resorbabile destinate aplicatiilor osoase. In acelasi timp, studiul a avut rolul de a corela profilul de
eliberare ionica al aliajelor cu raspunsul biologic celular, pentru a identifica acele compozitii care
prezintd un comportament favorabil din perspectiva contactului cu celulele implicate in regenerarea

0soasa.

Ipoteza de lucru

Ipoteza de lucru a fost ca aliajele biodegradabile din sistemul Mg-Ca-Sr prezinta un profil
biologic compatibil cu supravietuirea si proliferarea osteoblastelor, iar extractele obtinute din aceste
materiale nu induc efecte citotoxice semnificative asupra celulelor MG63. S-a presupus ca ionii
eliberati in mediul de cultura, in special cei de Mg, Ca si Sr, pot influenta favorabil activitatea
metabolica celulara, in limite de concentratie compatibile biologic.

Totodata, s-a considerat ca efectul biologic al extractelor depinde atat de compozitia
aliajului, cat si de concentratia extractului si de durata coincubirii. In acest sens, s-a pornit de la
premisa cd anumite compozitii, in special cele cu adaosuri adecvate de strontiu, pot genera un

raspuns celular superior, exprimat prin cresterea viabilitatii si mentinerea unei morfologii
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osteoblastice normale. Astfel, ipoteza centrala a studiului a fost ca sistemul Mg-Ca-Sr nu doar ca

este noncitotoxic, ci poate exercita si un efect stimulativ asupra comportamentului celular in vitro.

Obiective specifice

Un prim obiectiv specific al studiului a fost obtinerea extractelor din aliajele investigate n
conditii standardizate, conforme cerintelor de testare a biomaterialelor, pentru a evalua efectul
produsilor de degradare asupra celulelor osteoblastice.

Al doilea obiectiv specific a constat in cultivarea si mentinerea liniei celulare MG63 in
conditii controlate, astfel incat modelul experimental utilizat sa permitd o apreciere fideld a
raspunsului biologic indus de extractele aliajelor.

Un alt obiectiv specific a fost evaluarea viabilitatii celulare dupa coincubarea osteoblastelor
cu extracte in diferite dilutii, utilizand testul MTT ca metoda cantitativd de apreciere a activitatii
metabolice si a gradului de supravietuire celulara.

De asemenea, s-a urmarit compararea raspunsului celular la diferite concentratii de extract,
pentru a evidentia existenta unui posibil efect dependent de doza si pentru a aprecia daca majorarea
concentratiei produselor de degradare influenteazd favorabil sau nefavorabil viabilitatea
osteoblastelor.

Un obiectiv important al studiului a fost analiza comparativa a viabilitatii celulare la doua
intervale de timp, respectiv dupa 24 de ore si dupa 3 zile de coincubare, in vederea surprinderii atat
a efectului biologic precoce, cat si a raspunsului celular pe termen scurt.

Un alt obiectiv specific a constat in evaluarea morfologiei celulare prin microscopie de
fluorescentd dupa marcarea celulelor viabile, pentru a observa dacd extractele influenteaza
adeziunea, forma celulara si organizarea generald a osteoblastelor cultivate.

In final, obiectivul integrator al capitolului a fost stabilirea profilului de citocompatibilitate
in vitro al aliajelor Mg-Ca-Sr si identificarea compozitiilor cu potential biologic favorabil, care ar

putea sustine utilizarea lor ulterioara in aplicatii de regenerare si reconstructie osoasa.

7.2. Materiale si metode

Evaluarea citocompatibilitatii in vitro a aliajelor din sistemul Mg-Ca-Sr a fost realizata
utilizdnd un model celular osteoblastic, bazat pe linia MG-63, recunoscuta pentru proprietatile sale
fenotipice compatibile cu studiile de biomateriale destinate regenerarii osoase. Celulele au fost
cultivate Tn mediu MEM suplimentat cu ser fetal bovin, L-glutamind si amestec antibiotic, in
conditii standard de incubare, la 37°C, in atmosferd umidificata cu 5% CO-, pana la atingerea unui
grad adecvat de confluentd. Dupa detasare si resuspendare, celulele au fost insdmantate in placi

multicupa la o densitate controlata, pentru a permite evaluarea comparativa a raspunsului biologic
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la extractele provenite din aliajele investigate.

Pentru obtinerea extractelor, probele metalice au fost supuse unui protocol standardizat de
pregatire, care a inclus curatare, sterilizare si imersare Tn mediu complet de culturd, in conditii
conforme standardelor ISO 10993 privind testarea biologica a biomaterialelor. Extractia s-a realizat
timp de 48 de ore, la temperatura fiziologica si in conditii sterile, utilizind un raport masa/volum
controlat. Extractele astfel obtinute au fost utilizate ulterior sub forma de dilutii succesive, pentru a
permite aprecierea efectului dependent de concentratie asupra comportamentului celular.

Citocompatibilitatea a fost evaluata cantitativ prin testul MTT, metoda bazata pe capacitatea
celulelor viabile de a reduce o sare de tetrazoliu la cristale de formazan, proportional cu activitatea
lor metabolica. Dupa expunerea celulelor la extracte pentru intervale definite de timp, mediul de
culturd a fost indepartat, iar celulele au fost incubate cu solutia MTT. Cristalele formate au fost
ulterior solubilizate in DMSO, iar absorbtia a fost masuratd spectrofotometric la 570 nm.
Viabilitatea celulard a fost exprimatd procentual prin raportare la grupul control, reprezentat de
celule cultivate exclusiv in mediu complet, fara extract.

Pentru analiza comparativa a efectului biologic al extractelor, testele de viabilitate au fost
efectuate la doud momente experimentale, respectiv dupa 24 de ore si dupa 3 zile de coincubare.
Aceastd abordare a permis aprecierea atat a efectului celular precoce, cat si a radspunsului biologic
pe termen scurt. In paralel, morfologia celulelor a fost evaluata calitativ prin microscopie de
fluorescenta, dupa marcarea celulelor viabile cu Calceind-AM. Aceasta etapad a permis observarea
formei celulare, a adeziunii si a organizdrii generale a osteoblastelor dupa expunerea la extractele
aliajelor.

Prelucrarea statistica a datelor de viabilitate celulara a fost realizatd prin analiza de tip
ANOVA one-way, urmata de comparatii multiple prin testul Tukey, pragul de semnificatie statistica
fiind stabilit la p < 0,05. Asocierea metodelor cantitative si calitative utilizate a permis o evaluare
integrata a raspunsului biologic indus de produsii de degradare ai aliajelor Mg-Ca-Sr, oferind date

relevante pentru aprecierea potentialului lor de utilizare ca biomateriale biodegradabile.

7.3. Rezultate
7.3.1. Evaluarea citotoxicitatii aliajelor

Testul MTT a fost utilizat pentru aprecierea indirecta a viabilitatii celulare, pe baza activitatii
metabolice mitocondriale a osteoblastelor MG63. Reducerea sarii de tetrazoliu la formazan a permis
cuantificarea raspunsului celular dupd expunerea la extractele obtinute din aliajele investigate.
Valorile absorbtiei, exprimate procentual fata de lotul control, au oferit o imagine comparativa
asupra efectului biologic indus de fiecare compozitie si de fiecare dilutie a extractului.

In ansamblu, rezultatele au aratat ca niciunul dintre aliajele din seria analizatd nu a indus un
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efect citotoxic detectabil. Dimpotriva, pentru mai multe conditii experimentale s-a observat o
activitate metabolica superioara controlului, ceea ce sugereaza un efect favorabil asupra viabilitétii
celulare. Acest comportament indica faptul ca produsii de degradare eliberati in mediul de cultura
nu au afectat negativ osteoblastele MG63 in intervalul experimental analizat.

7.3.2. Experiment 1 — Testarea viabilititii celulelor MG63 la coincubare cu extracte ale
aliajelor

Analiza comparativd a viabilitatii celulare a evidentiat un raspuns dependent atat de
concentratia extractului, cat si de timpul de coincubare. Dupa 24 de ore, extractele cu dilutii mici,
de 10% si 20%, nu au determinat diferente semnificative intre aliaje, ceea ce sugereaza o tolerantd
celulara buna la expunerea initiald. La concentratii mai mari, in special de la 60% in sus, au inceput
sd apara diferente intre compozitii, cele mai favorabile valori fiind observate pentru aliajele 4G si
5G.

Dupa 3 zile de coincubare, profilul biologic a devenit si mai clar. Viabilitatea celulard a
crescut comparativ cu valorile obtinute dupa 24 de ore, iar tendinta de stimulare a proliferarii s-a
mentinut pentru toate aliajele, mai ales la extractele cu concentratii de 40%, 60%, 80% si 100%.
Cele mai ridicate valori au fost inregistrate din nou pentru aliajele 4G si 5G, ceea ce indicd un efect
biologic mai favorabil al acestor compozitii asupra osteoblastelor MG63.

De asemenea, pentru fiecare aliaj analizat separat, s-a observat o crestere a viabilitatii
celulare odata cu majorarea concentratiei extractului. In majoritatea cazurilor, extractul 100% a fost
asociat cu cele mai mari valori ale viabilitatii, ceea ce sustine ideea ca ionii eliberati din aceste

materiale au exercitat un efect stimulator asupra activittii metabolice celulare, si nu unul inhibitor.
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Figura 7.2. Rezultatele testului MTT pentru osteoblastele MG63 coincubate cu extracte de diferite

concentratii, dupa 24 de ore si 3 zile.
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Gl Std. G2 Std. G3 Std. G4 Std. G5 Std.
103.624 | 3.215 | 108.896 | 4.671 | 94.069 | 6.581 | 97.034 | 6.450 | 97.034 | 2.487
101.482 | 3.994 | 99.835 | 3.240 | 122.899 | 3.838 | 130.807 | 7.286 | 123.723 | 2.487
120.263 | 6.100 | 136.902 | 7.280 | 119.769 | 7.881 | 155.518 | 6.854 | 126.359 | 6.673
111.861 | 4.697 | 120.098 | 5.503 | 127.512 | 4.392 | 162.108 | 1.781 | 163.920 | 3.290
104.283 | 4.308 | 132.454 | 8.166 | 140.197 | 8.050 | 163.097 | 7.006 | 167.051 | 8.785
129.818 | 6.746 | 155.354 | 8.156 | 138.220 | 4.800 | 174.958 | 3.459 | 160.626 | 7.720
Tabelul 7.4. Viabilitatea celulara dupa 3 zile de coincubare cu extractele aliajelor investigate.

7.3.3. Experiment 2 - Evaluarea morfologiei celulare dupi incubare cu extractele
esantioanelor metalice

Examinarea morfologica prin microscopie de fluorescenta a confirmat rezultatele obtinute
prin testul MTT. Dupa 3 zile de coincubare cu extractele aliajelor, osteoblastele MG63 au prezentat
o morfologie pastratd, comparabild cu cea a lotului control. Celulele au avut aspect poligonal, cu
extensii citoplasmatice bine dezvoltate, de tip lamelipodii si filopodii, sugestive pentru o buna
adeziune si pentru mentinerea unui status functional favorabil.

Absenta modificarilor morfologice sugestive pentru lezare sau inhibitie celulara sustine
caracterul citocompatibil al aliajelor investigate. Mai mult, corelarea dintre aspectul celular normal

materialelor nu a avut efecte adverse asupra osteoblastelor, chiar si in cazul extractelor nediluate.
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Tabelul 7.3. Viabilitatea celulara a osteoblastelor MG63 dupa 3 zile de coincubare cu extractele

aliajelor investigate.

7.3.4. Rezultate obtinute in urma testirilor de evaluare a citocompatibilitatii

Rezultatele globale ale evaludrii in vitro au demonstrat ca toate aliajele din seria studiata au
prezentat un profil biologic favorabil. Nu s-a evidentiat citotoxicitate pentru niciuna dintre
compozitiile analizate, iar in numeroase conditii experimentale s-a observat chiar stimularea
proliferarii si a viabilitatii celulare. Efectul a fost mai evident odatd cu cresterea concentratiei
extractului si a duratei de coincubare, fiind deosebit de pronuntat pentru aliajele 4G si 5G.

Aceste constatari sugereaza ca ionii de Mg, Ca si Sr eliberati de aliaje au contribuit la crearea
unui microambient compatibil cu supravietuirea si activitatea metabolica a osteoblastelor. Din
perspectiva rezultatelor obtinute, sistemul investigat poate fi considerat citocompatibil in vitro, iar

compozitiile cu raspuns biologic superior se contureaza ca variante promitatoare pentru evaluarile
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ulterioare.

7.4. Discutii
Rezultatele obtinute n acest studiu sustin faptul ca toate aliajele investigate din sistemul
Mg-Ca-Sr prezinta un profil de citocompatibilitate favorabila, fara evidentierea unui efect citotoxic
asupra osteoblastelor MG63. Atat datele cantitative furnizate de testul MTT, cat si observatiile
morfologice realizate prin microscopie de fluorescenta indica mentinerea viabilitdtii celulare si, in
numeroase conditii experimentale, chiar stimularea proliferdrii. Acest comportament este
concordant cu literatura privind biomaterialele biodegradabile pe baza de magneziu, care arata ca,
atunci cand degradarea se produce In limite controlate, ionii eliberati pot sustine functiile
osteoblastice, 1n loc sa le inhibe (Gu si colab., 2009; Tan si colab., 2013; Zheng si colab., 2014).
Faptul ca dupa 24 de ore extractele de 10% si 20% nu au generat diferente semnificative
intre aliaje sugereazad cd expunerea initiald la produsii de degradare nu induce un stres metabolic
important. Aceasta observatie este relevanta, deoarece una dintre limitarile majore ale magneziului
pur este degradarea rapida, asociata cu alcalinizare locala si eliberare accelerata de ioni, fenomene
care pot compromite raspunsul celular dacd depasesc toleranta biologica (Atrens si colab., 2011;
Esmaily si colab., 2017; Witte, 2010). in cazul de fata, profilul de viabilitate arati ca
microambientul rezultat din contactul celulelor cu extractele nu a depasit aceasta limita critica.
Cresterea progresiva a viabilitatii odatd cu majorarea concentratiei extractului, mai evidenta
dupa 3 zile si 1n special de la 40% in sus, sugereaza un efect biologic dependent de dozad. Aceasta
tendintd poate fi explicata prin rolul fiziologic al ionilor de Mg, Ca si Sr. Magneziul este implicat
in reglarea activitdtii enzimatice, In expresia unor gene asociate osteogenezei si in mentinerea
functiei citoscheletale, cu efecte favorabile asupra proliferdrii si diferentierii celulare (Yoshizawa
si colab., 2014; Li si colab., 2020). Calciul are un rol central in semnalizarea intracelulara si in
reorganizarea structurilor citoscheletale implicate in adeziune si migrare (Lei si colab., 2015).
Strontiul, la randul sdu, este cunoscut pentru efectul sdu osteogenic dual, prin stimularea activitatii
osteoblastice si reducerea resorbtiei osoase (Andersen si colab., 2013; Wu si colab., 2013).
Performanta biologicd mai buna a aliajelor 4G si 5G sugereaza ca un continut mai mare de
strontiu poate intensifica efectul proliferativ observat. Aceastd interpretare este sustinuta de studii
care au aratat ca adaosul de Sr in aliajele biodegradabile pe baza de magneziu poate Tmbunatati
raspunsul celular si poate sustine regenerarea osoasa printr-un profil ionic mai favorabil (Berglund
si colab., 2014; Chen si colab., 2020; Earar si colab., 2024). In acelasi timp, acest efect trebuie
analizat Impreund cu cinetica degradarii, deoarece o eliberare excesivd de ioni poate deveni
nefavorabila in conditii locale particulare sau pe intervale mai lungi de timp (Hornberger si colab.,
2012; Zheng si colab., 2014).

Rezultatele morfologice intaresc aceasta interpretare. Mentinerea unei forme poligonale, cu
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lamelipodii si filopodii bine conturate, indicd un grad adecvat de adeziune, organizare citoscheletala
si activitate celulara. Acest aspect este important, deoarece compatibilitatea reala a unui biomaterial
nu se reflectd doar in supravietuirea celulara, ci si in capacitatea celulelor de a-si pastra morfologia
functionald si de a interactiona adecvat cu microambientul (Williams, 2008; Albrektsson si
Johansson, 2001; Williams, 2009).

Trebuie subliniat totusi ca testele in vitro reprezintd un model controlat si nu reproduc
integral complexitatea mediului biologic in vivo, unde vascularizatia, turnover-ul ionic, celulele
inflamatorii si remodelarea osoasa influenteaza suplimentar comportamentul implantului (Staiger
si colab., 2006; Antoniac si colab., 2022; Zhao si colab., 2017). Cu toate acestea, datele obtinute
indicad faptul ca aliajele Mg-Ca-Sr investigate genereazd un microambient compatibil cu

osteoblastele si sustin continuarea evaludrii lor in modele biologice mai complexe.

7.5. Concluzii

Rezultatele obtinute arata ca toate aliajele investigate din sistemul Mg-Ca-Sr au prezentat
un profil noncitotoxic asupra osteoblastelor MG63, atat dupa 24 de ore, cat si dupa 3 zile de cultura.
Viabilitatea celulard a crescut progresiv odatd cu majorarea concentratiei extractului, efectul fiind
mai evident de la extractul de 40% in sus. De asemenea, valorile viabilitatii celulare au fost in multe
situatii superioare lotului control, ceea ce sugereazd nu doar absenta citotoxicitatii, ci si un efect
favorabil asupra proliferdrii osteoblastice. Acest comportament a fost confirmat si de analiza
morfologici, care a evidentiat pastrarea unui aspect celular normal. In ansamblu, rezultatele sustin
faptul ca aliajele din seria studiatd prezintd o citocompatibilitate in vitro buna si pot reprezenta

candidati promitatori pentru aplicatii osoase biodegradabile.

Capitolul 8. Implantarea si analiza in vivo pentru aliajele sistemului Mg-Ca-Sr
8.1. Introducere
Scopul studiului

Scopul prezentului studiu a fost evaluarea biocompatibilitdtii tisulare si a comportamentului
de biodegradare in vivo al aliajelor biodegradabile din sistemul Mg-Ca-Sr, dupa implantarea
acestora intr-un model experimental pe sobolan. Analiza a urmarit caracterizarea reactiei locale a
tesuturilor la contactul cu materialul implantat, cu accent pe intensitatea si evolutia procesului
inflamator, pe gradul de resorbtie a implantului si pe modul de organizare a tesutului conjunctiv
rezultat in zona de implantare.

Prin acest demers s-a urmadrit stabilirea relatiei dintre compozitia chimica a aliajelor, in
special variatia continutului de strontiu, si raspunsul biologic tisular in timp. Totodata, studiul a
avut ca obiectiv aprecierea modului In care aceste materiale se integreaza In mediul biologic, daca
biodegradarea are loc progresiv si controlat si daca procesul de resorbtie este insotit de modificari
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tisulare compatibile cu utilizarea lor viitoare ca biomateriale ortopedice biodegradabile.

Ipoteza de lucru

Ipoteza de lucru a fost ca aliajele biodegradabile din sistemul Mg-Ca-Sr prezintd un
comportament in vivo favorabil, caracterizat printr-o reactie inflamatorie locala moderata si
tranzitorie, urmata de organizarea progresiva a unui tesut conjunctiv de substitutie si de resorbtia
treptatd a materialului implantat. S-a presupus ca aceste aliaje sunt bine tolerate tisular si ca
degradarea lor nu induce reactii locale severe, necroza extensiva sau modificari histopatologice
incompatibile cu utilizarea biomedicala. In acelasi timp, s-a considerat ca variatia continutului de
strontiu influenteaza cinetica resorbtiei si calitatea raspunsului tisular. Astfel, s-a pornit de la
premisa cd anumite compozitii pot asigura un echilibru mai bun intre degradarea implantului si
repararea tisulard locala, in timp ce alte variante pot determina fie o persistentd mai indelungata a
materialului, fie diferente Tn organizarea conjunctiva si in aparitia acumuldrilor gazoase asociate

biodegradarii magneziului.

Obiective specifice

Un prim obiectiv specific al studiului a fost implantarea experimentald a aliajelor din
sistemul Mg-Ca-Sr intr-un model animal standardizat, utilizand conditii chirurgicale controlate si
un protocol compatibil cu evaluarea comparativa a raspunsului tisular. Al doilea obiectiv specific a
constat Tn evaluarea comparativa a reactiei locale post-implantare pentru fiecare compozitie de aliaj,
prin aprecierea intensitatii infiltratului inflamator, a tipului celular predominant si a evolutiei acestui
proces in timp. Un alt obiectiv specific a fost analiza gradului de resorbtie si degradare tisulara a
materialului implantat la diferite intervale postoperatorii, pentru a observa daca biodegradarea are
loc progresiv si dacd aceasta diferd in functie de concentratia de strontiu. De asemenea, s-a urmarit
examinarea procesului de cicatrizare si organizare conjunctivd in zona implantatd, inclusiv
aprecierea formadrii capsulei fibroase, a densitatii fibroblastelor, a orientarii fibrelor de colagen si a
gradului de maturare a tesutului conjunctiv nou format.

Un obiectiv important al studiului a fost evidentierea neoangiogenezei in jurul implanturilor,
ca indicator al raspunsului reparator local si al capacitatii tesutului de a sustine reorganizarea
biologica a zonei implantate. Totodatd, cercetarea a urmarit identificarea acumularilor de gaz
asociate degradarii magneziului si aprecierea impactului acestora asupra structurii locale a
tesuturilor, in raport cu compozitia aliajului si cu intervalul de timp de la implantare.

Tn final, obiectivul integrator al capitolului a fost stabilirea profilului de biocompatibilitate
in vivo al aliajelor investigate si identificarea acelor compozitii care prezintd cea mai favorabild

relatie intre toleranta tisulara, degradarea controlata si reorganizarea locald a tesuturilor.
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8.2. Materiale si metode

Evaluarea in vivo a aliajelor biodegradabile din sistemul Mg-Ca-Sr a fost realizatd pe un model
experimental standardizat, utilizand sobolani Wistar masculi, selectati astfel incat sd permitd aprecierea
comparativa a reactiei tisulare si a dinamicii biodegradarii materialelor implantate. Designul experimental a
fost conceput in acord cu principiul reducerii numarului de animale, prin implantarea a doua probe la acelasi
animal, in regiuni anatomice distincte, relevante pentru aplicatiile osoase. In total, au fost inclusi 20 de
sobolani, repartizati in cinci loturi corespunzatoare celor cinci compozitii de aliaj investigate.

Inaintea interventiilor, animalele au fost mentinute in conditii controlate de laborator, cu
temperatura, umiditate si ciclu lumina/intuneric standardizate, fiind monitorizate pentru adaptare si status
clinic general. Materialele implantate au fost reprezentate de aliaje din sistemul Mg-0,5Ca-xSr, cu variatia
controlatd a continutului de strontiu. Probele au fost prelucrate sub forma de implanturi metalice de mici
dimensiuni, cu geometrie regulatd si margini atraumatice, pentru a facilita introducerea lor chirurgicala si
contactul direct cu tesuturile osoase si periimplantare.

Procedurile chirurgicale s-au desfasurat in conditii sterile, sub anestezie generald. Dupa pregatirea
preoperatorie si antiseptizarea cAmpului operator, implanturile au fost inserate in zone anatomice relevante,
respectiv la nivelul membrelor pelviene si in regiunea lombard, In defecte create controlat astfel incat
materialele sa vind in contact direct cu osul, periostul si musculatura din vecinatate. Reconstructia planurilor
anatomice s-a realizat prin sutura stratificata a tesuturilor, urmata de supravegherea postoperatorie atenta a
animalelor, fara a fi observate complicatii majore sau tulburari evidente de mobilitate.

Evaluarea comportamentului tisular al implanturilor s-a efectuat la intervale succesive dupa
implantare, pentru a surprinde atat reactia locald precoce, cat si evolutia procesului de biodegradare si de
reparare tisulard. La termenele stabilite in protocol, animalele au fost eutanasiate, iar fragmentele tisulare
continand implanturile au fost recoltate si procesate pentru examen histopatologic. Probele au fost fixate,
decalcificate si incluse la parafina, apoi sectionate fin si colorate prin metoda tricromica Masson, n vederea
evidentierii structurii tesutului conjunctiv, a infiltratului inflamator, a vascularizatiei si a raporturilor dintre
implant si tesuturile inconjuratoare.

Examinarea histologicd s-a realizat prin microscopie opticd, cu documentarea imaginilor pentru
analiza comparativd a tuturor loturilor experimentale. Evaluarea a avut caracter calitativ si a urmarit
principalele criterii de biocompatibilitate tisulara: intensitatea si tipul reactiei inflamatorii, gradul de
resorbtie al materialului implantat, prezenta si maturarea tesutului conjunctiv de substitutie, neoformatia
vasculard si eventualele acumuldri gazoase asociate degradarii magneziului. Prin aceastd abordare
metodologicd s-a urmadrit obtinerea unei imagini integrate asupra modului in care compozitia aliajului

influenteaza raspunsul biologic local si cinetica biodegradarii in vivo.

8.3. Rezultate
8.3.1. Interpretarea loturilor utilizate in cadrul examenului histopatologic

Evaluarea histopatologica a fost realizatd comparativ pentru toate loturile experimentale, la intervale
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succesive dupa implantare, pentru a surprinde dinamica reactiei tisulare si a biodegradarii materialului.
Loturile au fost analizate la trei momente distincte, corespunzatoare etapelor precoce, intermediare si tardive
ale raspunsului biologic local. Examinarea sectiunilor colorate tricromic a permis aprecierea comparativa a
gradului de persistentd a implantului, a intensitatii reactiei inflamatorii, a organizarii tesutului conjunctiv si
a prezentei neoformatiei vasculare.

In ansamblu, rezultatele au evidentiat o evolutie progresiva a raspunsului tisular, de la o reactie
inflamatorie moderatd si prezenta materialului implantat in primele etape, cétre resorbtia treptatd a
implantului si organizarea unui tesut conjunctiv de substitutie mai matur in etapele tardive. Diferentele dintre
loturi au sugerat ca variatia continutului de strontiu influenteazd viteza de degradare si persistenta

materialului in tesut.

8.3.2. Evaluarea biocompatibilitatii tisulare a aliajelor

La intervalul timpuriu, corespunzator loturilor A, examinarea histopatologica a evidentiat un proces
inflamator de intensitate redusd pana la moderata, constituit in principal din macrofage, neutrofile si, izolat,
limfocite. Tn jurul materialului implantat s-a observat aparitia unui tesut conjunctiv tindr, bogat in fibroblaste
si capilare de neoformatie, aspect sugestiv pentru initierea unui proces reparator activ. In unele probe au fost
evidentiate si mici acumulari gazoase, compatibile cu degradarea implanturilor pe baza de magneziu, fara ca
acestea sa se asocieze cu distructii tisulare extinse.

Pe masura ce perioada de observatie a progresat, loturile B au evidentiat o reducere a cantitatii de
material restant si o dezvoltare mai clard a tesutului conjunctiv periimplant. In aceastd etapa, reactia
inflamatorie a ramas moderata, iar in jurul fragmentelor reziduale de material s-au observat zone de
organizare conjunctiva si vascularizatie activa. Pentru unele compozitii, degradarea implantului a fost mai
avansatd, in timp ce pentru altele au persistat inca blocuri tisulare de material, sugerand diferente de
biodegradare ntre loturi.

in loturile C, corespunzitoare intervalului tardiv, s-au observat cele mai evidente diferente intre
compozitii. In cazul unor probe, materialul implantat nu mai era detectabil histologic, fiind inlocuit de un
tesut conjunctiv bine organizat, aflat in curs avansat de maturare si lipsit de infiltrat inflamator semnificativ.
in alte cazuri, au persistat inca resturi de material delimitate de o capsuld conjunctiva si asociate cu mici
cavitdti gazoase, ceea ce indicad o degradare mai lentd. Per ansamblu, aceste rezultate sugereaza o buna
toleranta tisulara pentru toate aliajele investigate, dar cu variatii ale cineticii de resorbtie in functie de
compozitie.

Analiza comparativa a loturilor a indicat cd degradarea materialului implantat a fost progresiva, dar
neuniformd intre compozitii. Probele cu persistentd redusd a implantului au fost asociate cu inlocuirea
acestuia printr-un tesut conjunctiv mai bine organizat, bogat in fibroblaste, fibre de colagen si vase de
neoformatie. in schimb, loturile in care materialul a persistat mai mult au prezentat reactii conjunctive
periimplantare mai evidente si, In unele situatii, cavitati gazoase reziduale.

Un element constant observat in majoritatea loturilor a fost prezenta vascularizatiei de neoformatie,
aspect important pentru sustinerea procesului de reparare locald. De asemenea, reducerea treptatd a

infiltratului inflamator si maturarea progresivda a tesutului conjunctiv au sugerat o evolutie biologica

35



favorabil, compatibild cu biocompatibilitatea locald a materialelor testate. In stadiile tardive, in special
pentru loturile cu degradare aproape completa, zona implantatd a fost ocupata de un tesut conjunctiv bine
structurat, fara semne histologice de reactie inflamatorie activa.

Tn loturile tardive s-a observat fie resorbtia completa a implantului, fie persistenta unor fragmente
reziduale delimitate de tesut conjunctiv si asociate cu cavitati gazoase mici. Probele cu resorbtie completa
au prezentat un tesut conjunctiv matur, bine vascularizat si lipsit de inflamatie activa, ceea ce sugereaza o
integrare tisulara favorabila. In schimb, in loturile cu degradare mai lenta, persistenta materialului a fost
asociatd cu o capsula conjunctiva mai evidenta si cu mentinerea unor modificari locale reziduale.

Aceastd etapa este deosebit de importantd deoarece aratd dacd biodegradarea implantului este
sincronizatd cu reorganizarea tisulard locald. Din datele obtinute, rezultd ca aliajele investigate sunt bine

tolerate, Tnsd prezinta diferente privind ritmul de resorbtie si persistenta modificarilor locale.

8.4. Discutii

Examenul histopatologic a evidentiat ca aliajele din sistemul Mg—Ca—Sr au indus un raspuns tisular
favorabil, cu biocompatibilitate locald buni si degradare progresiva in vivo. In fazele timpurii post-
implantare s-a observat un infiltrat inflamator moderat, dominat de macrofage si neutrofile, asociat cu
aparitia tesutului conjunctiv tanar si a neoangiogenezei. Acest tip de raspuns este compatibil cu reactia
fiziologica la implanturile biodegradabile pe baza de magneziu si sugereaza o adaptare locala controlata la
materialul implantat (Gu si colab., 2009; Atrens si colab., 2011).

Prezenta limitata a bulelor de gaz, atribuite eliberarii de hidrogen in cursul degradarii aliajului, nu a
fost nsotita de necrozad sau de reactii inflamatorii severe. Acest aspect sugereaza ca biodegradarea s-a
desfasurat intr-un ritm relativ controlat, probabil influentat de compozitia aliajului si de efectul elementelor
de aliere asupra cineticii de coroziune (Zberg si colab., 2009; Fernandes si colab., 2021). Comparativ cu
sistemele pe baza de magneziu pur, unde acumularile gazoase pot compromite integrarea locald, in acest
studiu efectul tisular a fost limitat si bine tolerat.

La intervalele intermediare, majoritatea loturilor au prezentat o reducere a cantitatii de material
restant si o dezvoltare mai evidenta a tesutului conjunctiv periimplant, bogat in fibroblaste, fibre de colagen
si vase de neoformatie. Acest tip de organizare tisulard indica progresia procesului reparator si sustine rolul
favorabil al produsilor de degradare asupra regenerrii locale. In plus, diferentele dintre loturi sugereaza ci
majorarea continutului de strontiu poate influenta ritmul resorbtiei si persistenta implantului in tesut (Chen
si colab., 2020; Liu si colab., 2021).

In etapele tardive, loturile cu concentratii mici si moderate de Sr au evidentiat resorbtie completa
sau aproape completd, cu inlocuirea implantului prin tesut conjunctiv matur, bine organizat si lipsit de
infiltrat inflamator activ. In schimb, la concentratii mai mari de strontiu, persistenta unor fragmente de
material si prezenta unor cavitati gazoase reziduale au sugerat o degradare mai lenta. Aceste constatari sunt
relevante clinic, deoarece succesul unui implant biodegradabil depinde de sincronizarea dintre pierderea
suportului material si reorganizarea tisulard locald. Rezultatele sustin astfel ideea cé optimizarea continutului

de strontiu este esentiald pentru obtinerea unui echilibru adecvat intre biodegradare si integrare biologica
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(Andersen si colab., 2013; Zhao si colab., 2017).

8.5. Concluzii

Rezultatele histopatologice au aratat ca aliajele implantate au fost asociate cu formarea unui
tesut conjunctiv tandr, dispus in jurul fragmentelor de material restant si caracterizat prin prezenta
fibroblastelor, a fibrelor de colagen si a vaselor de neoformatie. Aceste modificari sustin existenta
unui proces reparator activ si a unei reactii tisulare favorabile la nivelul zonei implantate.

Tn etapele avansate de evaluare, zona de implantare a fost ocupati de un tesut conjunctiv
mai bine organizat, aflat in curs de maturare, cu structurd colagenicd evidenta si fara infiltrat
inflamator semnificativ. Acest aspect sugereaza o buna tolerantd locald si o evolutie biologica
compatibild cu biodegradarea progresiva a materialului.

De asemenea, in unele probe au fost observate cavitati asociate acumularii de gaz rezultate
din degradarea implantului, delimitate de o capsula conjunctiva fina. In ansamblu, datele obtinute
sustin faptul ca aliajele din sistemul Mg-Ca-Sr prezinta un comportament in vivo favorabil, cu

biocompatibilitate tisulara buna si degradare progresiva.

Capitolul 9. Concluzii, contributii personale si directii viitoare de cercetare

Concluzii. Diseminarea rezultatelor

Analizele realizate au aratat ca aliajele din sistemul Mg-Ca-Sr au prezentat o microstructura
omogenad, rafinatd si lipsitd de defecte majore, ceea ce confirma calitatea elaborarii lor
experimentale. Comportamentul la coroziune a fost dependent de concentratia de strontiu,
adaosurile mici fiind asociate cu o rezistentad electrochimica mai buna, in timp ce valorile mai mari
au favorizat degradarea acceleratd prin mecanisme galvanice. Testele in vitro au demonstrat absenta
citotoxicitatii pentru toate compozitiile investigate, iar viabilitatea osteoblastelor MG63 a crescut
odata cu majorarea concentratiei extractului, efectul fiind mai evident pentru aliajele 4G si 5G.
Evaluarea in vivo a evidentiat o bund tolerantd tisulard a tuturor materialelor, cu diferente intre
loturi In ceea ce priveste viteza de resorbtie si persistenta implantului in tesut. Materialele cu
degradare mai rapida au fost asociate cu reducerea reactiei inflamatorii si cu formarea unui tesut
conjunctiv mai bine organizat, bogat in fibroblaste, colagen si vase de neoformatie. in ansamblu,
rezultatele sustin existenta unui raport direct intre compozitia aliajului, cinetica biodegradarii si
calitatea raspunsului biologic local, confirmand potentialul sistemului Mg-Ca-Sr pentru aplicatii

ortopedice biodegradabile.

Contributii personale.
In cadrul prezentei teze de doctorat au fost realizate urmitoarele contributii personale:

o afost elaboratd o sinteza critica a literaturii de specialitate privind aliajele biodegradabile pe
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baza de magneziu din sistemul Mg-Ca-Sr;

o a fost conceput si dezvoltat un sistem nou de aliaje Mg-Ca-Sr, prin mentinerea constantd a
concentratiei de 0,5% Ca si variatia controlatd a continutului de Sr la 0,5%, 1%, 1,5%, 2%
si 3%;

o aliajele experimentale au fost obtinute prin turnare in conditii controlate, utilizand atmosfera
protectoare de argon;

e caracterizarea materialelor a fost realizatd prin metode complementare de analiza
microstructurald, incluzand microscopie optica, microscopie electronica de scanare (SEM)
si difractie de raze X (XRD);

o a fost evaluata citocompatibilitatea in vitro a aliajelor prin teste de viabilitate celulara de tip
MTT;

o a fost analizat comportamentul in vivo al materialelor pe model animal, prin aprecierea
saptamani.

Directii viitoare de cercetare

e extinderea studiilor asupra sistemului Mg-Ca-Sr prin investigarea altor elemente de aliere
biocompatibile, cu potential de a influenta favorabil microstructura, degradarea si raspunsul
biologic al materialului;

e optimizarea procesului de elaborare pentru obtinerea unui control compozitional mai
aliajelor experimentale;

e aprofundarea corelatiilor dintre compozitia chimicad, fazele intermetalice formate si cinetica
biodegradarii, in vederea stabilirii mai precise a domeniului compozitional optim;

e dezvoltarea unor strategii suplimentare de control al degradarii prin modificari de suprafata,
inclusiv prin aplicarea de acoperiri bioactive sau ceramice, cum sunt oxizii de zirconiu ori
de ytriu;

e investigarea efectului tratamentelor termice si al altor procedee de procesare asupra
proprietdtilor microstructurale, mecanice si electrochimice ale aliajelor;

e extinderea evaludrilor in vitro prin utilizarea unor modele celulare complementare, relevante
pentru osteogeneza, angiogeneza si raspunsul inflamator local;

e continuarea studiilor in vivo pe modele experimentale mai complexe si pe perioade mai
lungi de urmarire, pentru aprecierea mai exactd a integrarii tisulare si a relatiei dintre
biodegradare si regenerarea osoasa;

e asocierea rezultatelor histopatologice cu metode imagistice si biomecanice, pentru o
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caracterizare mai completd a comportamentului implanturilor in conditii apropiate de
practica clinica;

proiectarea si realizarea unor prototipuri de implanturi pe baza de Mg-Ca-Sr, adaptate
cerintelor din ortopedie si chirurgia maxilo-faciala;

validarea preclinicd a acestor materiale, cu accent pe sigurantd, eficienta biologica si

controlul predictibil al degradarii, In perspectiva transferului catre aplicatii medicale.
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