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Inventia se refera la un material compozit pe baza de poli(metilmetacrilat) si nano-
particule de dioxid de titanprintabil 3D si la un procedeu de obtinere a acestuia.

Urmare a cresterii sperantei de viata si implicit a numarului varstnicilor, politicile de
sanatate din tarile europene se concentreaza din ce in ce mai mult pe imbunatatirea
serviciilor medicale adresate acestei categorii de populatie. In acelasi timp, asteptarile
persoanelor de varsta a treia au crescut exponential in ultima vreme, mai ales de la serviciile
stomatologice - atunci cand vine vorba de menfinerea functionalitatii si estetica [Cristache
C.-M., Totu E. E., 2016. CAD-CAM - A Third Millennium Technology in Dentistry/CAD-
CAM - O tehnologie a mileniului trei in stomatologie (Ro). Editura Didactica si
Pedagogica, Bucharest].

Sunt cunoscute din articolul "Nano-TiO, reinforced PEEK/PEI blends as
biomaterials for load-bearing implant applications ACS Appl Mater Interfaces”, Ana
M Diez-Pascual 1, Angel L Diez-Vicente, 2015; 7(9), pag. 5561 nanocompozitele ternare
biocompatibile bazate pe amestecuri de poli(eter eter cetona) (PEEK)/poli(eter imida) (PEI)
intarite cu nanoparticule de dioxid de titan bioactiv (TiO,) obtinute prin ultrasonare, bio-
materialele dezvoltate au fost caracterizate folosind FT-IR, SEM, XRD, DSC, TGA si DMA.
In plus, au fost evaluate proprietatile lor de absorbtie a apei, de tractiune, dielectrice si
antibacteriene,nanoparticulele au rigidizat si intarit matricea simultan, iar proprietatile optime
au fost atinse la 4,0% in greutate TiO,, iar nanocompozitele au prezentat, de asemenea, o
absorbtie redusa de apa, desi stabilitate termica mai mare, modul de stocare, temperatura
de tranzitje sticloasa, constanta dielectrica si pierderi dielectrice in comparatie cu amestecul
de control.

Este cunoscut din articolul “Diameter of titanium nanotubes influences
anti-bacterial efficacy”, - Ercan, B., Taylor, E., Alpaslan, E., Webster, T. J., 2011,
Nanotechnology 22 faptul ca titanul a fost creat pentru a avea topografii de suprafata
nanotubulare cu diametre controlate de 20, 40, 60 sau 80 nm, uneori urmate de tratament
termic pentru controlul cristalinitatii, dimensiunii, modificarea hidrofilicitatii printr-un proces
de anodizare. S-a urmarit comportamentul faia de Staphylococcus epidermidis si
Staphylococcus aureus (agenti patogeni relevanti pentru dispozitive ortopedice si alte
dispozitive medicale si infectiile asociate) aratandu-se ca tratamentul termic al tuburilor de
titan cu diametrul de 80 nm a produs cel mai robust efect antimicrobian dintre toti parametrii
de tratare a suprafetei testate.

De asemenea, este cunoscutda din articolul “Biocompatibility of
polymethylmethacrylate resins used in dentistry” - Gautam R., Singh R.D., Sharma V.
P., Siddhartha R., Chand P., Kumar R., 2012, J. Biomed. Mater. Res. Part B Appl.
Biomater, 100B, 1444-1450, biocompatibilitatea sau compatibilitatea tisulara si anume
capacitatea unui material de a functiona cu un raspuns adecvat al gazdei atunci cand este
aplicat, rasinilor pe baza de polimetilmetacrilat (PMMA) acestea fiind cele mai utilizate in
stomatologie, in special in fabricarea protezelor dentare si a aparatelor ortodontice, dar cu
toate ca sunt considerate citotoxice si pot provoca iritarea mucoasei si sensibilizarea
tesuturilor.

In ciuda masurilor profilactice adoptate, majoritatea varstnicilor prezintd edentatji
totale iar protocoalele curente pentru conceperea unui plan de tratament, productia si
utilizarea materialelor pentru confectionarea protezelor dentare au ramas practic
neschimbate Tn ultimii 40 de ani [Jacob R.F., 1998. The traditional therapeutic paradigm:
Complete denture therapy. J. Prosthet. Dent. 79, 6-13],[ Wimmer, T., Gallus, K.,
Eichberger, M., Stawarczyk, B., 2016. Complete denture fabrication supported by
CAD/CAM, J. Prosthet. Dent. 115, 541-546].
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Atat procedurile clinice cat si cele tehnice de confectionare a protezelor mobile raman
pline de neconcordante siimperfectiuni legate direct de procesul clasic de manufacturare céat
si de impreciziile materialelor. Daca se adauga la acestea si un numar necesar de 5-6
sedinte pentru confectionare si alte cateva pentru adaptare, se ajunge o situatie neplacuta
si cu consum mare de timp atat pentru pacient cat si pentru practician .

Inovatiile rapide in domeniul informaticii, nivelul ridicat de creativitate si intelegere
complexa a tehnologiei, precum si colaborarea interdisciplinara au facut posibila aplicarea
noilor tehnici CAD-CAM (Computer Aided Design & Manufacturing) in medicina dentara.

Incepand cu anul 2012 tehnica CAD-CAM (Van Noort, 2012) a fost disponibil&
commercial si pentru fabricarea protezelor totale prin introducerea protezelor digitale
AvaDent (Global Dental Science LLC, Scottsdale, Arizona, SUA& Tilburg, Olanda) si a
sistemului Dentca CAD-CAM System (Dentca Inc., Los Angeles, California, SUA) [Kattadiyil
M.T., Goodacre C.J., Baba N.Z., 2013. CAD/CAM complete dentures: a review of two
commercial fabrication systems. J Calif Dent Assoc 41, 407-416]. Primul proces - utilizat
de sistemul AvaDent - consta in folosirea tehnicii substractive, respectiv frezarea bazei
protezei intr-un bloc prepolimerizat de PMMA. Baza protezei este prevazuta cu retentii
pentru dintii prefabricati iar acestia sunt lipiti ulterior cu ajutorul unui adeziv special. Cel de-al
doilea proces (sistemul Dentca) foloseste tehnica de printare, aditiva - stereolitografie -
pentru a realiza o proteza de proba de culoare alba. Proteza totala finala este procesata
conventional dupa efectuarea adaptarilor necesare.

Avantajele tehnologiei CAD-CAM in confectionarea protezelor totale sunt[Baba N.Z.,
Goodacre C J., Kattadiyil M.T., 2015. CAD/CAMremovable prosthodontics, in: Clinical
Applications of Digital Dental Technology. John Wiley & Sons, Inc, pp. 107-138]:

- reducerea numarului de sedinte necesare de tratament la 2-3 - reprezinta un avanta;
esential pentru pacientii varstnici care se deplaseaza greu sau aflati in centrele de ingrijire
pentru batrani;

- informatiile clinice sunt colectate intr-o sedint{a care poate dura in medie 1-2 h iar
insertia protezei se poate realiza in urmatoarea sedinta clinica. Va urma o noua intalnire
pentru eventualele adaptari, retusuri;

- necesita un timp clinic mai redus pentru medic, deci costurile manoperei vor fi mai
reduse comparativ cu protetica clasica;

- toate informatiile colectate de la pacient sunt transformate in figiere digitale si
stocate. De asemeni design-ul protezei este stocat in format digital. In consecinta, lucrarea
protetica poate fi refacuta identic cu cea precedenta in caz deteriorare sau pierdere, fara a
mai necesita prezenta pacientului sau inregistrari clinice suplimentare;

- in cazul in care se intentioneaza insertia de implanturi dentare, informatiile obtinute
prin scanarea modelelor pot fi utilizate pentru confectionarea ghidului chirurgical.

Unul dintre dezavantajele majore ale ambelor tehnici prezentate anterior este cerinta
de productie centralizata, respectiv datele si amprentele sunt trimise la un laborator central
din Statele Unite ale Americii pentru sistemul Dentca si Tn SUA sau Olanda pentru AvaDent.
Proteza finala este fabricata si retrimisa ulterior clinicii dentare. Prin urmare, toate modi-
ficarile sau ajustarile eventual necesare implica timp si costuri suplimentare.

Tehnica aditiva stereolitografica (SLA) - foto-solidificare sau fabricare optica - este
o prototipare rapida (PR), definita de Lennings ca ,procesul care creeaza automat prototipul
fizic pornind de la un model 3D CAD, intr-o scurta perioada de timp". Stereolitografia consta
n utilizarea unui fascicul laser cu lumina ultravioleta pentru solidificarea unei rasini fotopoli-
merice lichide aflata intr-o cuva a imprimantei. Sub actiunea luminii laser acesta rasina
sensibila la lumina ultravioleta se fotopolimerizeaza, solidificandu-se in straturi succesive,
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obtindndu-se astfel modelul solid 3D [Ippolito R., luliano L., Gatto A., 1995. Benchmarking
of rapid prototyping techniques in terms of dimensional accuracy and surface finish.
CIRP Ann. Technol. 44, 157-160].

Avantajele tehnologiei SLA:

- obtinerea unor piese cu geometrii complexe si extrem de detaliate [Anitha R.,
Arunachalam S., Radhakrishnan P., 2001. Critical parameters influencing the quality
of prototypes in fused deposition modelling, in: Journal of Materials Processing
Technology; Pennington, R.C., Hoekstra, N.L., Newcomer, J.L., 2005. Significant
factors in the dimensional accuracy offused deposition modelling. Proc. Inst. Mech.
Eng. Part E J. Process Mech. Eng. 219, 89-92], la o viteza de printare buna spre foarte
bun3g;

- capacitatea de manufacturare a unor forme dentare personalizate nerestrictionata
de axele de frezaj sau limitele masinii cum se intdmpla in situatia tehnicilor substractive;

- sistemul functioneaza intr-un mod stabil: o data inceput procesul de constructie
decurge in mod automat;

- precizia este ridicata: exemplu un fir de par are un diametru de aproximativ 100
microni, iar precizia cu care se obtin obiectele prin acest procedeu are o marja de eroare de
5 microni, garantand chiar o acuratete dimensionala de pana la 1 micron [Kim G.D.,Oh Y.T.,
2008. A benchmark study on rapid prototyping processes and machines: quantitative
comparisons of mechanical properties, accuracy, roughness, speed, and material
cost. Proc. Inst. Mech. Eng. Part B J. Eng. Manuf. 222, 201-215].

Dezavantajele tehnologiei SLA cu materialele existente in prezent:

- rezistenta medie la prelucrari mecanice, nedurabilitate in timp, necesita operatiuni
de post-procesare;

- durata de viata a tubului de laser heliu-cadmiu este de aproximativ 3000 de ore,
intretinerea este destul de scumpa, astfel costul de producitie fiind relativ mare;

- rasinile fotosensibile nu rezista testelor termice si de durabilitate, prezentand o
instabilitate n timp, pot provoca alergii.

In compozitia materialului, conform inventiei, pentru a compensa dezavantajele
utilizarii printarii 3D Tn confectionarea protezelor totale, am realizat modificari atat prin adaus
de nanofileri cat si In tehnica de procesare.

Polimerul biocompatibil, polimetil metacrilat, cunoscut sub numele de PMMA este
foarte mult folosit in medicina stomatologica datorita proprietatilor sale deosebite, precum:
usurinta procesarii [El Bahra S., Ludwig K., Samran A., Freitag-Wolf S., Kern M., 2013.
Linear and volumetric dimensional changes of injection-molded PMMA denture base
resins. Dent Mater 29, 1091-1097] si repararii sale [Soygun, K., Bolayir, G., Boztug, A.,
2013. Mechanical and thermal properties of polyamide versus reinforced PMMA
denture base materials. J Adv Prosthodont 5, 153-160], costul redus si acceptabilitatea
sa de catre majoritatea pacientilor, lipsa gustului si mirosului, transparenta si de asemenea
aspectul estetic satisfacator [Vojdani, M., Bagheri, R., Khaledi, A.A.R., 2015. Effects of
aluminum oxide addition on the flexural strength, surface hardness, and roughness
of heat-polymerized acrylic resin. J. Dent. Sci. 7, 238-244].

In ciuda caracteristicilor sale incontestabile, exista si aspecte negative in folosirea
PMMA pentru realizarea protezelor dentare, cum ar fi: contractia in timpul polimerizarii, rezis-
tenta mecanica limitata, contaminarea microbiana ca urmare a contactului permanent cu
mediul oral agresiv [Williams, D.W., Chamary, N., Lewis, M.A., Milward, P.J., McAndrew,
R., 2011. Microbial contamination of removable prosthodontic appliances from
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laboratories and impact of clinical storage. Br Dent J 211, 163-166], lipsa radio-opacitatii,
sensibilizari ale pacientilor ca urmare a eliberarii de monomer nereticulat la contactul cu
saliva [Gautam R., Singh R.D., Sharma V.P., Siddhartha R., Chand P., Kumar R., 2012.
Biocompatibility of polymethylmethacrylateresins used in dentistry. J. Biomed. Mater.
Res. Part B Appl. Biomater. 100B, 1444-1450], precum si degradarea continua a
rezistentei mecanice ca urmare a actiunii saliveiumane [Akin H., TugutF., PolatZ.A., 2015.
In Vitro Comparison of the Cytotoxicity and Water Sorption of Two Different Denture
Base Systems. J. Prosthodont. 24, 152-155]. In contextul punctelor slabe ale acestui
material versatil utilizat extensiv in medicina dentara, se impune ca necesara dezvoltarea
unui compozit imbunatatit folosind noile nanotehnologii, intrucat PMMA este inca cel mai bun
material pentru aplicatiile dentare, o solutie adecvata a fost considerata aceea in care chiar
PMMA-ul se foloseste ca si material inifial pentru dezvoltarea noului nanocompozit prin
includerea unui nano aditiv care sa ii imbunatateasca performantele. Astfel, de interes major
este obtinerea unor caracteristici mecanice superioare, precum si o actiune antimicrobiana
sustinuta.

In ultimiii ani, au fost studiate intens diferite nanocompozite cu actiune antimicrobiana
[Kubacka A., Diez M.S., Rojo, D, Bargiela R., Ciordia S., Zapico l., Albar, J.P., Barbas,
C, Martins dos Santos, V.A.P., Fernandez-Garcfa, M., Ferrer, M., 2014. Understanding
the antimicrobial mechanism of TiO,-based nanocomposite films in a pathogenic
bacterium. Sci. Rep. 4,4134; Wady, A.F., Machado, A.L., Zucolotto, V., Zamperini, CA.,
Berni, E., Vergani, CE., 2012. Evaluation of Candida albicans adhesion and biofilm
formation on a denture base acrylic resin containing silver nanoparticles. J. Appl.
Microbiol., 112, 1163-1172]. Astfel, s-a dovedit ca prin acoperiri cu filme subtiri de TiO, este
posibila manifestarea unor caracteristici antibacteriene pronuntate [Ercan B., Taylor E.,
Alpaslan E., Webster T.J., 2011. Diameter of titanium nanotubes influences anti-
bacterial efficacy. Nanotechnology 22, 295102]. Se poate spune ca, nanoparticulele de
dioxid de titan se recomanda singure ca o solutie optima pentru aditivarea polimerilor de uz
dentar [Wang, Y., Wen, C, Hodgson, P., Li, Y., 2014. Biocompatibility of Ti02 nanotubes
with different topographies. J Biomed Mater Res A 102, 743-751].

Problema tehica pe care o rezolva inventia consta in obtinerea controlatd a unui
compozit suficient de rezistent pentru confectionarea unei proteze totale printate 3D cu
utilizare indelungata.

Polimetil metacrilat fotopolimerizabil disponibil comercial pentru sistemul de fabricatie
aditiv este special conceput pentru crearea restaurarilor unidentare pe termen limitat datorita
lipsei de rezistenta, riscului de alterare a proprietatilor mecanice si contaminare bacteriana.

Materialul utilizat, conform inventiei, este adaptat si conceput pentru echipamentul
DLPM (Digital Light Projection Manufacturing = fabricare prin proiectia digitala a luminii)
dezvoltat de Envisiontec GmbH (Gladbeck, Germania), iar imbunatatirea proprietatilor lui nu
va trebui sa influenteze reticularea fotocatalizata.

Pentru obfinerea materialului nanocompozit, conform inventiei s-au utilizat nano-
particule de oxid de titan obtinute prin sintetiza solvo-hidro-termala din tetrabutilortotitanat,
si polimerul biocompatibil polimetil metacrilat la care au fost adaugati aditivi care sa permita
ulterior reticularea sa completa sub influenta UV in timpul printarii 3D.

Obtinerea controlatd a nanoparticulelor de dioxid de titan prin sinteza hidrotermala
moderata de dimedoné&

In realizarea experimentald se abordeaza sinteza controlatd solvo-hidro-termal&
moderata de dimedona a dioxidului de titan din precursori organometalici. Prin utilizarea unei
cantitati mici de dimedona (5,5-dimetil-1,3-ciclohexandiona), un agent de chelare, s-a urmarit
stabilizarea alcoxizilor rezultati din reactie ca urmare a posibilitatii de control asupra reactiilor
sol-gel implicate.
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Tetrabutilortotitanat si 5,5-dmetil-1,3-ciclohexandiona (Dimedona) au fost procurate
de la Fluka (Aldrich), in timp ce alcoolul metilic, alcoolul etilic si alcoolul izo-propilic au fost
achizitionate de la Merck. Apa pura folosita in experimente este ob{inuta intr-o instalatie de
osmoza inversa Milipore.

Sinteza solvo-hidro-termala a dioxidului de titan

Intr-un balon de 500 mL al unei instalatiei tip Soxhlet se introduc 300 mL din alcoolul
saturat inferior ales (metilic, etilic sau izopropilic) si 25 mL tetrabutilortotitanat. in general,
datorita reactivitatii crescute a alcoxidului de titan acesta se dilueaza in raport de cel putin
1:4 in alcoolul folosit.

Reactivitatea crescuta a alcoxizilor in prezenta apei sau a solutijilor continand isopro-
panol duce la formarea unei retele tridimensionale de oxizi, rezultand si hidroxizi metalici
respectiv oxizi hidratati, in conformitate cu reactiile chimice.

In cartusul de celulozd regenerata al extractorului de 100 mL al instalatiei se
introduce 1 g dimedona dizolvatain 10 mL de apa pura. Pentru desfasurarea sintezei balonul
instalatiei se aseza pe o plita electrica prevazuta la baza cu mecanism de agitare magnetica,
iar la partea superioara a extractorului este plasat un condensator de mare eficacitate.

Prin incalzirea (sub agitare magnetica la 250 rpm) balonului continénd tetrabutirat de
titan in alcool saturat inferior, alcoolul se evapora, urca in tubul lateral a extractorului Soxhlet
si ajunge in condensatorul de la partea superioara. Prin condensare, alcoolul ajunge in
corpul extractorului intrédnd Tn contact cu continutul cartusului celulozic (dimedona in apa).
La umplerea extractorului solutia alcoolic-apoasa continand dimedona la limita de solubilitate
sifoneaza in balonul continand tetrabutirat de titan. Sub agitarea energica (atat magnetica,
cat si termica) are loc reactia de solvoliza hidrotermala a tetrabutiratului mediata de
dimedona producandu-se instantaneu o opalescenta semnificativa. Sinteza continuua prin
evaporarea unei noi parti de alcool, ceea ce asigura un regim termic cvasiconstant, iar
intoarcerea condensuluiin balonul blaz se va face cu un confinut cvasiconstant de dimedona
si apa. Dupa douazeci de cicluri de extractie se opreste incalzirea si se continuua agitarea
dispersiei obtinute inca o ora. Dispersia se filtreaza la vid si se spala de zece ori cu acetona
si eter etilic 1:1, obtindndu-se dioxid de titan in forma de pulbere nanometrica alba. Sinteza
se realizeaza separat utilizand metanolul, etanolul sau izopropanolul ca solvent de extractie
si dispersare, obtinandu-se trei tipuri de dioxid de titan notate cu TiO,-M, TiO,-E si TiO,-P.
Materialele obtinute s-au caracterizat cu ajutorul analizelor de microscopie electronica de
baleaj (SEM) si EDAX efectuate pe un instrument FEI Inspect F.

Caracterizarea diferitelor tipuri de nanoparticule de TiO, obtinute cu ajutorul
microscopiei electronice cu baleiaj au pus in evidenta prezenta nanoparticulelor, confirmand
rezultatul pozitiv al determinarilor experimentale.

Analiza elementala a pus n evidenta prezenta Ti, manifestata prin picul cu cea mai
mare intensitate, dupa cum se poate vedea in fig. 1, confirmand astfel prezenta nanopar-
ticulelor de TiO, formate in sistem.

Analiza structurala si morfologica au pus in evidenta prezenta nanoparticuleleor de
dioxid de titan. In imaginile prezentate in fig. 2 pot fi vizualizate structurile obtinute pentru
TiO,-M. Dimensiunea particulelor pentru titania sintetizata in metanol variaza intre 1,66 um
pana la 2,97 um. Se remarca faptul ca, particulele sintetizate formeaza conglomerate de
diverse forme.

Analiza morfologica pentru nanoparticulele de TiO,-E evidentiaza o uniformitate a
formei nanoparticulelor obtinute. Caracterizarea structurala pentru TiO,-P cu ajutorul
microscopiei electronice de baleiaj a permis determinarea dimensiunii nanoparticulelor intre
30,0-61,9 nm. Studiul SEM evidentiaza o aglomerare a nanoparticulelor, precum si prezenta
unor forme neregulate a structurii nanoparticulelor.
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Pentru obtinerea materialelor nanocompozite TiO2 - PMMA s-a decis folosirea
nanoparticulelor de TiO, obtinute in metanol datoritd unei structuri mai regulate, avand
particule cu dimensiuni ce pot fi mai bine definite si mai usor determinate.

Obtinerea materialului compozit polimer-nanoparticule de oxid de titan destinat
utilizarii in tehnica stereolitografica cu aplicatie in domeniul stomatologic.

In vederea realizarii materialului nanocompozit s-au utilizat nanoparticule de titan
sintetizate anterior si polimerul biocompatibil polimetil metacrilat la care au fost adaugati
aditivi care sa permita ulterior reticularea sa completa sub influenta UV in timpul procesului
de prototipare rapida.

Nanoparticulele de TiO, obtinute au fost uscate lent in etuva la 60°C pentru 72 h, iar
ulterior au fost mojarate.

Materialul de baza folosit, matricea polimerica, a fost solutia de polimetil metacrilat
(PMMA) in care s-a adaugat polietil metacrilat (PEMA), monomer metil metacrilat (MMA)
precum si un promotor pentru reactia de polimerizare prin mecanism radicalic - peroxidul
dibenzol (BPO).

Chimicalele necesare au fost procurate de la Envisiontec (GmbH, Gladbeck,
Germania). Acest amesctec al matricei polimerice de baza, o vom numi in continuare,
simplu, PMMA.

Compozitiile obtinute au fost realizate prin adaosuri diferite de nanoparticule de TiO,
considerand procentele masice, dupa cum urmeaza: 0,2%, 0,4%, 0,6%, 1,0%, 2,5% si 5,0%.

Amestecul nanocompozit a fost obiinut sub agitare magneticad continua la
temperatura ambientala.

Intrucat materialele nanocompozite obtinute trebuiesc folosite pentru printarea 3D,
acestea trebuie sa prezinte un anume grad de fluiditate. Prin urmare, se poate face o selectie
preliminara, in functie de capacitatea nanocompozitelor de a ,curge".

Astfel, s-a constatat ca adaosul de 5,0% nanoparticule de TiO, conduce la formarea
unui nanocompozit cu o consistenta aproape solida, ceea ce nu permite utilizarea sa pentru
printarea 3D, intrucat se risca blocarea capului de printare al echipamentului.

Cum era de asteptat, prin adaos de 0,2%, respectiv 0,4% nanoparticule de TiO, nu
se modifica semnificativ consistenta matricei de baza. incepand de la un continut de 0,6%
in nanoparticule TiO, se manifestd o schimbare progresiva a aspectului PMMA catre
compozitjii cu fluiditate mai redusa.

De asemenea, daca matricea polimerica initiala prezinta o culoare si o consistenta
similare cu cea de miere poliflora (chihlimbar inchis), pe masura ce fluiditatea scade se
remarca albirea semnificativa a compozitului.

Pentru efectuarea caracterizarii materialului nanocompozit s-au ales compozitiile cu
un continut in nanoparticule de TiO, de: 0,2%, 0,4%, 0,6%, 1,0% si 2,5%.

Caracterizarea complexa a compozitului PMMA-nanoparticule TiO, destinat printarii 3D a
protezelor dentare.

Caracterizarea complexa a PMMA-nanoparticule TiO, destinat printarii 3D a
protezelor dentare

Caracterizarea morfologica si structurald a materialului nanocompozit

Nanocompozitele obtinute au fost studiate din punct de vedere structural si morfologic
cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj (SEM), iar analiza elementala a fost realizata
cu ajutorul spectroscopiei cu energie dispersiva de raze X (EDX). in acest scop s-a utilizat
un echipament FEI Inspect F (30 keV) folosind probe acoperite cu aur pentru asigurarea
conductivitatii lor. Un echipament Bruker Tensor 27 cu sfera integratoare (ATR diamant) s-a
folosit pentru realizarea analizelor de spectroscopie FT-IR.
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Caracterizarea rezistentei mecanice si a comportamentului termic neizoterm pentru
materialul compozit polimer- nanoparticule de oxid de titan

Comportamentul din punct de vedere mecanic a fost urmarit prin inregistrarea
evolutiei compozitelor la stres mecanic, comparandu-le cu raspunsul in aceleasi conditii
pentru matricea polimerica nemodificata. Asupra nanocompozitelor au fost efectuate si
analize termice in regim de incalzire neizoterm urmarindu-se comportamentul acestora si
stabilirea intervalelor de stabilitate termica precum si a modificarilor de faza ce apar.
Analizele termice au fost efectuate pentr o viteza de incalzire de 10°C/min pentru un interval
de temperaturi de la 25°C la 1000°C ceea ce a permis si evidentierea formarii fazei stabile
a oxidului de titan.

Caracterizarea biochimica a materialului compozit polimer-nanoparticule de TiO,
Evaluarea actiunii antimicrobiene a nanocompozitelor obtinute a fost efectuata fata de
Candida scotti folosind metoda dilutiilor seriale (Zgoda and Porter, 2001). S-au utilizat
suspensii de microorganisme 0,5 McFarland si agar dextroza Sabouraud (2%). Innoculum
de fungi s-a preparat din culturi de bulion lichid dupa 24 h. Dupa incubarea la 37°C pentru
48-72 h pentru Candida scotti s-a determinat concentratia minima inhibitorie (MIC) pentru
fiecare material testat prin observarea macroscopica. Astfel, probele testate au fost
numerotate de la 1 la 5 dupa cum este prezentat in tabelul 1.

Probe analizate pentru actiunea antimicrobiana

Tabelul 1
Nr. Proba Compozitia proba
1 PPMA
2 PMMA - 0,2% nanoparticule TiO,
3 PMMA - 0,4% nanoparticule TiO,
4 PMMA - 1,0% nanoparticule TiO,
5 PMMA - 2,5% nanoparticule TiO,

Pentru fiecare dintre proble analizate s-a aplicat metoda contactului acestora cu
microorganismele Tn mediu apos. Fiecare flacon steril a confiut 20 yL de mediu de analiza
(agar dextroza Sabouraud) si proba de analizat. De asemenea, s-au folosit doua probe supli-
mentare, s$i anume: proba pentru control pozitiv - M (crestere microbiana), si proba pentru
control negativ (cu mediu steril - blank). In toate probele de analizat, mai putin in flaconul
cu blank s-a adaugat 50 pL de innoculum standardizat. Acesta a fost cultura microbiana
(Candida scotti) in apa sterila peptonata a unui mediu proaspat de 24 h, neselectiv realizat
din triptona, sare si agar avand densitatile corespunzatoare pentru o densitate standard de
0,5 McFarland. Toate cele 7 tuburi de testat au fost incubate la temperature de 37°C pentru
48-72 h. Testarea vizuala a fost confirmata prin metoda TTC (clorura 2,3,5 trifeniltetrazolium)
punand in evidenta crestereal/inhibarea microorganismelor de catre nanocompozitele
obtinute prin masurarea activitatii dehidrogenazei (DHA) exprimata ca si densitate optica
masurata la o lungime de unda de 485 nm. Aceasta metoda se bazeaza de fapt pe
reducerea clorurii albe de 2,3,5 trifeniltetrazolium (TTC) la 1,3,5-triphenyltetrazolium forma-
zan (TPF) de culoare rosie, reaciie foarte sensibila la prezenta fungilor (Moussa et al., 2013).



RO 132968 B1

Caracterizarea citotoxicitatii materialului compozit polimer-nanoparticule de HO,

Testul de micronucleatie in vitro MNVvit a fost realizat conform recomandarilor OECD
(Organisation for Economic Cooperation and Development) 487 (Organization For Economic
Cooperation And Development, 2010). S-au realizat culturi de limfocite umane. Sangele
periferic a fost recoltat de la un individ de sex feminin de varsta medie, sanatos care nu a
fost expus recent la agenii genotoxici (substanie chimice, radiatii ionizante, infectii
bacteriene/virale). Sangele periferic a fost recoltat pe anticoagulant (heparina). Aproximativ
0,5 mL sange heparinizat a fost transferat intr-un tub ce contine 10 mL mediu PB-MAX
(GIBCO) suplimentat cu fitohemaglutinind (agent mitogen), BSA, aminoacizi si antibiotic.
Cultura a fost incubata la 37°C, 5% CO, pentru 24 h. Probele au fost introduse in cultura de
limfocite umane dupa 24 h de la initiere, dupa ce, in prealabil, au fost sterilizate prin expu-
nere la UV timp de 15 min. Concentratiile testate a fost de 1,5 mg/m, 2,5 mg/m si 5,0 mg/mL.
O proba a fost utlizata ca si control negativ - martor (fara nanocompozit). Fiecare proba a
fost realizata in duplicat. Culturile au fost sacrificate dupa 72 h de la adaugarea probelor,
timp suficient pentru ca celulele sa treaca prin mai multe runde de diviziune celulara astfel
incat, sa se poata identifica potentjalele leziuni ADN sub forma de micronuclei in celulele
interfazice. Cultura s-a realizat fara adaugarea de cytochalasin B (cytoB - inhibitor al
polimerizérii actinei). In etapele urmatoare s-a realizat sacrificarea culturilor prin hipotonizare
in solutie de citrat de potasiu si fixarea celulelor in solutie de metanol/acid acetic 3:1.
Realizarea preparatelor microscopice pe lame de microscop si colorarea acestora in solutie
Giemsa. Lamele au fost tratate in prealabil cu Tripsina-EDTA 10X. Analiza preparatelor
microscopice s-a realizat la microscopul Olympus BX40.

Caracterizarea morfologica a nanocompozitelor obtinute

Analiza morfologica efectuata cu ajutorul SEM asupra nanocompozitelor obtinute au
evidentiat dispersia aditivului TiO, in matricea polimerica - fig. 3. Din studiul imaginilor SEM
s-a putut constata faptul ca adaosul unor cantitati marite de nanoparticule in matricea
polimerica initiala conduce la aglomerarea acestora. Astfel, in locul unor dispersii uniforme
a nanoparticulelor se inregistreaza diverse conglomerate. Un material prezentand o astfel
de morfologie este de asteptat sa prezinte o rezistenta mecanica redusa si caracteristici
modificate ale vascozitatji. Analiza EDX prezentata in fig. 4 arata prezenta Ti in compozitia
materialului obtinut. Se evidentiaza de asemenea prezenta unor aditivi anorganici care au
rol de a creste rezistenta mecanica a polimerului luat in studiu.

Caracterizarea structurald a nanocompozitelor obtinute

Analiza structurald a materialului nanocompozit obtinut efectuatd cu ajutorul
spectroscopiei FT-IR a pus Tn evidenta similaritati care au permis identificare matricei
polimerice de baza, si anume PMMA (Riaz et al., 2016). Astfel, benzile de absorbtie de la
3,000 si 2,900 cm ' corespund intinderii legaturii C-H a gruparii metil (-CH,), in timp ce
benzile de vibratie caracteristice pentru PMMA aparla 1,722 cm™ (C=0) i 1,426 cm™ (C-O).
Pentru 1,450 cm™ se indentificd benzile specifice pentru intinderea asimetrica a legaturii C-H.
Benzile de vibratie pentru gruparea C-O de la 1,150 cm™ si intinderea legéturilor pentru C-C
de la 1,000 si 800 cm™ completeaza amprenta specifica spectrului PMMA.

Pentru 1,450 cm™ se indentificd benzile specifice pentru intinderea asimetrica a
legaturii C-H. Benzile de vibratie pentru gruparea C-O de la 1,150 cm™ si intinderea lega-
turilor pentru C-C de la 1,000 si 800 cm™ completeaza amprenta specifica spectrului PMMA.
Gruparea metil inregistreaza o banda la 1,388 cm™. Benzile de absorbtie caracteristice
pentru PMMA sunt deplasate catre 1,060 cm™, 940 ™', respectiv 829 cm™. Banda de
absorbtie de la 1,716 cm™ indica prezenta grupului carboxilic din acrilat. Benzile prezente la
698 cm™ si 653 cm™ indicd manifestari ale legaturilor specifice pentru O-C=0 si C-O-C. Pe
baza observatiilor experimentale se poate concluziona ca, solutia polimerica folosita pentru
obtinerea nanocompozitului este un amestec molecular de PMMA, PEMA si BPO.
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Spectrele FT-IR prezentate in fig. 5 scot in evidenta atat deplasarea benzilor de
absorbtie cat si modificare aspectui acestora ca urmare a adaosului unor cantitati variabile
de nanoparticule de TiO,. Aceste modificari permit corelarea cu evolutia altor proprietati
precum structura morfologica, comportamentul termic si rezistenta mecanica a nanocom-
pozitului. Interactia dintre matricea polimerica si aditivul nano TiO, poate fi studiata urmarind
deplasarea benzilor de absorbtie, aparitia unor noi picuri sau modificarea in forma si inten-
sitate a unor benzi existente in spectrul FT-IR. in acest sens, banda de vibratie pentru Ti-O-C
apare la 810 cm™ in cazul compozitelor. Acesta banda de vibratie este foarte apropiata de
banda de intindere a legaturii C-C din PPMA ce apare la 827 cm™. Banda intensa de
absorbtie de la 1,722 cm™ ce este caracteristica pentru carbonilul gruparii esterice manifesta
o modificare in intensitate pentru nanocompozite. Banda de absorbtie caracteristica pentru
-CH, ce apare la 2,962 cm™ prezinta o modificare a intensitatii comparativ cu spectrul PMMA.
Pentru aceasta banda, intensitatea maxima de absorbtie s-a inregistrat pentru 0,4% adaos
de nanoparticule de TiO,, dupa cum se poate urmari in fig. 5.

De remarcat ca, odata cu cresterea continutului in nanoparticule a compozitului
polimeric are loc scaderea in intensitate a acestei benzi de absorbtie. Prin urmare, astfel de
modificari pot fi considerate ca un rezultat al interactiei dintre matricea PMMA si nanopar-
ticulele de TiO,. Luand in considerare interactia filerului metalic cu matricea polimerica este
de asteptat o imbunatatire a proprietatilor mecanice si termice pentru 0,4% nanoparticule de
TiO, addugate. In acest context, au fost studiate si modificarile structurale suferite in urma
expunerii la radiatie UV pentru compozitul cu 0,4% TiO,. Per ansamblu, intensitatile
spectrului FT-IR nregistrat sunt mult mai scazute. Vibratia caracteristica pentru intinderea
legaturii C-O-C este deplasaté la 1,241 cm™, in timp ce vibratia caracteristica pentru PMMA
este deplasata la 1,007 cm™. Banda de vibratie pentru Ti-O este deplasata la 796 cm™, in
timp ce banda evidentiata la 3,362 cm™ se poate datora unei suprapuneri a legaturilor de
hidrogen din gruparile hidroxil si vibratiile simetrice si asimetrice ale gruparii hidroxil din apa
coordinatad de cétre cationii Ti*. Banda de absorbtie de la 1,634 cm™ se poate atribui
vibratiilor de intindere si indoire in plan pentru -OH.

Caracterizarea rezistentei mecanice a nanocompozitelor obtinute

Este cunoscut faptul ca orice material folosit pentru dispozitive stomatologice este
supus unor forte foarte importante, precum sunt fortele masticatorii. Astfel, materialele
nanocompozite obtinute au fost studiate din punct de vedere al rezistentei la compresie
mecanica. De remarcat insa, ca sunt unele dificultati in determinarea cu precizie a marimilor
specifice, Intrucat trebuie sa se asigure o incarcare uniaxiala sau biaxiala pe material.

Datele experimentale obfinute la compresiune aplicata pe probele de PMMA si
material compozit pun in evidenta un comportament deosebit. Astfel, se observa o crestere
a rezistentei la o compresiune mai ridicata in cazul nanocompozitelor cu un continut de 0,2%
si 0,6% TiO, dar pentru un timp usor mai redus comparative cu PMMA, in timp ce pentru
compozitul avand 0,4% nanoparticule de titania fortele de compresie la care rezista sunt
foarte usor reduse fata de PMMA pana la atingerea punctului de rupere, dupa care compor-
tamentul nanocompozitului este imbunatatit, in sensul ca rezista la o forta de compresie mai
ridicata in continuare pentru mai mult timp decat PMMA (fig. 6 a). O crestere in continutul
de nanoparticule, nu aduce o modificare pozitiva in comportamentul materialului astfel ca,
acestea rezista un timp mai scurt si la valori mai scazute a puterii de compresie comparativ
cu PMMA. A fost efectuat si studiul asupra rezistentei la fortele de forfecare, intrucat fortele
masticatorii sunt foarte puternice si complexe, avand pe langa componenta de compresie
si o forta componenta de forfecare. Din studiul experimental efectuat se remarca comporta-
mentul imbunatatit al nanocompozitelor comparativcu PMMA. Si de aceasta data se observa
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o evolutie semnificativ diferita a nanocompozitului avand 0,4% TiO, in raport masic fata de
matricea polimerica (fig. 6 b). Coroborand rezultatele experimentale ale comportamentului
de rezistenta mecanica, putem concluziona ca nanocompozitul avand un continut de 0,4%
TiO, reprezinta o solutie optima pentru a fi folosit in printarea 3D a protezelor dentare.

Caracterizarea termica neizoterma a nanocompozitelor ob{inute Studiile de analiza
termica neizoterma au aratat ca procentul de mixare a nanoparticulelor de titania cu PMMA
conduc la modificari ale comportamentului termic, similar cu schimbarea morfologiei
nanocompozitelor. Analizele termice prezentate infig. 7 pun in evidenta patru etape distincte
de descompunere termicd, avand ca puncte de maxim al procesului termic: 44,92°C,
271,86°C, 325,00°C si 393,00°C pentru matricea de PMMA. Curbe similare de piroliza se
inregistreaza pentru toate nanocompozitele obtinute. Se remarca o deplasare a picurilor
termice spre valori mai crescute ale temperaturii comparativ cu PMMA. Acest aspect se
poate datora unei stabilitati termice superioare ca urmare a aditivilor de tip TiO,. De aseme-
nea, comportamentul termic general indica o dispersie relativ uniforma a nanoparticulelor de
dioxid de titan in matricea de PMMA, ceea ce nu permite o miscare libera a scheletului
polimeric. Dupa cum se poate vedea cu usurinta au loc modificari ale picurilor endotermice.
Valorile celui de-al doilea si celui de al treilea pic enotermic se deplaseza catre temperaturi
mai ridicate cu adaosul de TiO, in matricea polimerica. Mai mult, adancimea "umarului" se
modifica odata varierea continutului in TiO,, ca urmare a schimbarilor in dimensiunea medie
a cristalitelor. Analiza termica, ca si tehnica de lucru foarte valoroasa pentru caracterizarea
materialelor polimerice si a compozitelor acestora, permite determinarea atat a temperaturii
de tranzitie vitroasa, a puritatii, punctului de topire, cat si identificarea reactiilor de reticulare.
Deplasareatemperaturilor la care se inregistreaza diferitele etape de descompunere termica
in cazul nanocompoziteleor pe baza de PMMA se poate datora unei bune miscibilitati intre
matricea polimerica si nanofilerul TiO,, precum si o0 buna dispersabilitate in faza amorfa a
retelei polimerice. Modificarile in forma si arie a descompunerilor termice, endotermice in
mod deosebit, se pot datora unei schimbari a gradului de cristalinitate si a aranjamentului
ordonat molecular. Analizele termice efectuate au indicat faptul ca aditii dferite de nanopar-
ticule de TiO, in matricea polimerica de PMMA au condus la imbunatatirea performantelor,
respectiv a stabilitatii termice .

Caracterizarea efectului antibacterian al nanocompozitelor obtinute

Dupa cum s-a mentionat in sectiunea ,Caracterizarea biochimica a materialului
compozit polimer-nanoparticule de TiO,", testul TTC a fost aplicat pentru a se confirma sau
infirma activitatea inhibitorie a nanocompozitelor sintetizate asupra Candida scotti. Din
rezultatele calitative experimentale obtinute, probele continadnd 0,4%, 1,0% si 2,5%
nanoparticule de TiO, au inhibat cresterea Candida scotti in conditii standard conform
metodei de control a toxicitatii DHA (Totu et al., 2017). Confirmarea biochimica a activitatii
dehidrogenazei, DHA, a pus in evidenta faptul ca nanocompozitele obtinute prezinta o
activitate antimicrobiana foarte buna fata de Candida scotti. Prin urmare, este de asteptat
ca astfel de nanocompozite sa previna atasarea, inmultirea, colonizarea microorganismelor
si formarea biofilmelor pe protezele dentare.

Caracterizarea citotoxicitatii materialului compozit polimer-nanoparticule de TiO,
utilizat pentru confectionarea protezelor dentare

Pentru analiza proliferarii celulare Culturile (descrise in sectiunea "Caracterizarea
citotoxicitatii materialului compozit polimer-nanoparticule de TiO,") s-au realizat fara cytoB
si in acest caz a fost necesara masurarea indicelui RICC (Relative Increase in Cell Count)
astfel incat, sa se demonstreze faptul ca celulele din cultura au parcurs diviziunea celulara.
In caz contrar, pot fi inregistrate raspunsuri fals negative.
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Citotoxicitatea nanocompozitului PMMA - 0,4% TiO, in functie de concentratie
(Citotoxicitatea = 100-RICC)

Tabelul 2
Tipul NP Concetratia probei in mediu de cultura
1,5 mg/mL 2,5 mg/mL 5,0 mg/mL
P 42,4% 59,9% 72,3%
Ti- 49,0% 62,2% 74,9%
Ti+ 50,1% 61,4% 68,1%

Imaginile de microscopie sunt prezentate in fig. 8.

Conform indicelui RICC a fost calculata citotoxicitatea pentru fiecare concentratie si
dupa cum se constata in tabelul 2, la concentratiile de 2,5 mg/mL si 5 mg/mL depasesc
concentratiile maxime admise pentru o evaluare corecta fara rezultate fals pozitive. Daca
citotoxicitatea depaseste 60% determina apartitia micronucleilor ca un efect secundar al
citotoxicitatii, astfel incat nu poate fi evaluata incidenta MN ca urmare a capacitatii
genotoxice a substantei.

Analiza incidentei micronucleilor

Analiza frecventei micronucleilor in functie de probéa la concentratia de 1,5 mg/mL
(evaluarea s-a realizat prin medierea frecventei
MN la 1000 nuclei pentru cele doué replici)

Tabelul 3
Tipul NP Concetratia NP in mediu de cultura
1,5 mg/mL
P 5,0%o
Ti- 6,8%o
Ti+ 5,8%o
Control negativ 5,2%o

Concentratia de 1,5 mg/mL a probei in mediu de cultura a determinat o incidenta
relativ scazuta a micronucleilor comparativ cu controlul negativ, reprezentand si o concen-
tratie favorabila realizarii evaluarii capacitatii genotoxice.

Realizarea protezelor dentare printate 3D folosing noul nanocompozit obtinut

Prototipul protezei totale initiale a fost confectionata cu nanocompozitului PMMA -
0,4% nanoparticule de TiO, produs si complet caracterizat. Pentru un caz clinic real,
modelele functionale cat si relafia centrica (RC) si dimensiunea verticala de ocluzie (DVO)
au fost digitalizate, iar macheta protezei s-a realizat virtual (CAD) cu ajutorul software-ului
dedicat 3Shape (Copenhaga, Danemarca) pentru design-ul protezelor totale si a fost expor-
tata ca fisier format dcm catre o imprimanta 3D Envisiontec (GmbH, Gladbeck, Germania).

Proteza dentara a fost creata strat cu strat prin fotopolimerizarea cu ajutorul unei raze
laser de o anumita frecventa si intensitate, asistata de computer (CAD), laser ce declan-
seaza reactia Tn materialul nanocompozit cu 0,4% nanoparticule de TiO,, fig. 9.
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Inainte de trimiterea comenzii citre imprimanta, la nivelul suprafetei externe a
protezei, se editeaza automat structurile de sprijin, necesare pentru a preveni deformarea
in timpul procesului de prototipare rapida. Prin aceasta optiune se asigura integritatea lucrarii
si totodata usurinta indepartarii acestora. Modelul 3D dorit este feliat initial Tn sectiuni
transversale pe care fasciculul laser le traseaza pe suprafata rasinei lichide. Expunerea la
lumina laser ultravioletd solidifica modelul trasat pe rasina lichida PMMA cu nano-TiO,,
rezultdnd un strat solid construit (printat 3D) care se adauga la stratul precedent construit.

Dupa finalizarea constructiei, modelul 3D obtinut trece printr-o faza de postprocesare:
este imersat intr-o baie chimica separata (alcool izopropilic), pentru indepartarea excesului
de rasina, este sablat, se indeparteaza suportii de sprijin, se finiseaza dupa care este tratat
intr-un cuptor cu radiatii ultraviolete pentru polimerizarea finala.

Pentru obtinerea unei culori cat mai apropiate de cea a {esutului mucozal s-a folosit
un acrilat multifunctional autoplimerizabil, cu o stabilitate coloristica in timp foarte buna,
disponibil in trei nuante (Vertex Acrylic stain, Vertex Dental®, Olanda), cu care s-a cosmetizat
portiunea gingivala a protezei (fig. 9).

Avantaje de necontestat ale tehnologiei de printare 3D utilizata in confectionarea
protezelor totale:

- usurinta refacerii protezei, pe baza design-ului stocat pe termen nelimitat, sub forma
unui fisier .stl sau .dem. In cazul in care proteza este distrusa accidental, timpul necesar
refacerii, fara prelucrari ulterioare si machiaj, este de circa 60 min (in functie de complexi-
tatea constructiei si de caracteristicile imprimantei);

- design-ul si capacitatea de manufacturare, unor forme dentare personalizate
nerestrictionata de axul de frezaj sau limitele masinii cum se intdmpla in situatia tehnicii
substractive. Imprimanta poate printa 3D toate detalile anatomo-morfologice interioare-
exterioare cu o rezolutie foarte fina, aceasta reprezentand inaltimea stratului depus;

- consum redus de material: spre deosebire de tehnica substractiva in care se pierde
intreg blank-ul. In tehnica aditiva se consuma strict cantitatea de material necesara printarii
obiectului. Rasina ramasa in cuva de constructie poate fi reutilizata la printarile ulterioare;

- protocol de productie descris este accesibil oricarui laborator de tehnica dentara ce
detine un echipament adecvat respectivimprimanta 3D si software CAD-CAM compatibil. Se
evita astfel costurile suplimentare si consumul de timp aferente tehnicilor centralizate.
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Revendicari

1. Material nanocompozit pe baza de poli(metilmetacrilat) si nanoparticule de dioxid
de titan, caracterizat prin aceea ca, are un continut in procente de greutate de 0,4%
nanoparticule de dioxid de titan, o stucturd omogena, o distributie uniforma a nano-
particulelor de TiO2 in matricea polimerica, suportd o compresie de 8023,31 N pentru o
deformare la compresiune de 1,09%, o rezistenta la forfecare de 239 x 10° Pa pentru o
deformare de 0,91%, temperatura de tranzitie vitroasa Tg de 118°C, temperatura de topire
de 335°C si o activitate antimicrobiana a nanocompozitului fatd de specia Candida scotti.

2. Procedeu de obtinere a materialului nanocompozit definit prin revendicarea 1,
caracterizat prin aceea ca, cuprinde urmatoarele etape:

- obtinerea nanoparticulelor de dioxid de titan prin sinteza controlata solvo-hidro-
termald din precursori organometalici cum ar fi tetrabutilortotitanat utilizdnd ca agent de
chelare, dimedong;

- introducerea nanoparticulelor de dioxid de titan intr-o matrice polimerica formata din
solutie de polimetil metacrilat in care s-a adaugat polietil metacrilat, monomer metil metacrilat
precum si promotor - peroxidul dibenzol care permit ulterior reticularea completa sub
influenta radiatiilor UV;

- obtinerea matricei polimerice pe baza de polimetiimetacrilat cu un continut de
0,4%in greutate nanoparticule de dioxid de titan sub forma fluida.

3. Material nanocompozit pe baza de polimetilmetacrilat si nanoparticule de dioxid
de titan definit conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, este utilizat pentru
obtinerea de proteze dentare printate 3D.
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