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Inventia se refera la pulberi hibride, nanostructurate, destinate unor aplicatii in terapia
si diagnoza sistemului 0sos.

Ingineria tesuturilor, disciplind emergenta care aplica principiile ingineriei pentru arealiza
dispozitive capabile sa inlocuiasca functiile pierdute sau compromise ale tesutului, se bazeaza
pe controlul interactiunii dintre materiale, celule si factorii de crestere, astfel incat sa se creeze
mediul propice regenerarii functiilor tesutului si ale organelor [G. Chan, D. J. Mooney, New
materials for tissue engineering: towards greater control over biological response,
Trends in Biotechnology 26[7], (2008), 362-392].

Primele materiale utilizate in ingineria tesuturilor au fost proiectate astfel incat sa suporte
0 sarcind mecanica minima si sa regleze difuzia nutrientilor si a produsilor reziduali intre noul
tesut si tesutul gazda inconjurator. Biomaterialele clasice (metale, ceramice si compozite
polimerice) au fost utilizate cu succes, pentru a inlocui functia mecanica a tesuturilor, cum ar
fi: dinti, sold, genunchi, valvele inimii i discuri intervertebrale. Aplicatiile biomaterialelor clasice
in domeniul ingineriei tesuturilor au fost insa limitate de capacitatea redusa a acestora de a
modula repararea i regenerarea tesutului gazda. Astfel, s-au dezvoltat noi materiale sau au
fost modificate cele existente.

Specialistii in ingineria tesuturilor au acordat atentie nu numai proprietatilor chimice ale
materialelor, dar si aspectelor structurale care influenteaza profund functia celulei, moartea si
formarea tesutului [G. Chan, D. J. Mooney, New materials for tissue engineering: towards
greater control over biological response, Trends in Biotechnology 26[7], (2008), 362-392].
in consecinta, s-au dezvoltat noi procese de fabricare, care s& permita elaborarea structurilor
3D, micro- si nanostructurilor, in care structura porilor, raportul volum-suprafata, textura si
topografia suprafetei sunt manipulate pentru a controla forma, alinierea si organizarea celulei
[G. Chan, D. J. Mooney, New materials for tissue engineering: towards greater control
over biological response, Trends in Biotechnology 26[7, (2008), 362-392]. Materialele care
imbunatatesc regenerarea osului au o gama larga de aplicatii clinice, de la tratamentul
fracturilor nesudate, pana la fracturi sau dislocari ale coloanei. Capacitatea regenerativaridicata
a osului, in particular, pentru persoanele tinere, presupune, in general, vindecarea rapida a
fracturilor, fara a fi nevoie de interventie majora. Totusi, defectele osoase mari, asa cum se
observa dupa rejectia tumorilor si a fracturilor severe, necesita interventii chirurgicale. Sunt
cunoscute si aplicate o serie de procedee, cum ar fi: transplantul osului autolog (de exemplu,
osul de la un pacient), care, din punct de vedere clinic, are cele mai bune rezultate, deoarece
se integreaza cu osul gazda si elimina complicatiile legate de imunitate si boald, care pot
aparea prin utilizarea osului alogenic (de la un cadavru uman) sau a osului xenogenic (osul de
la un animal) [M. M. Stevens, Biomaterials for bone tissue engineering, Materials today,
11[5], (2008), 18-25]. Procedeul ,osului autolog transplantat" este limitat sever de sursele
disponibile de os. De aceea, s-a impus, in ultimii ani, definirea unor noi strategii pentru
regenerarea noului os. Pe baza necesitatilor clinice, nu este deloc surprinzatoare cresterea cu
vitezd mare a pietei pentru tratamentele pe baza de biomateriale aplicate in ortopedie si nu
numai. Daca in trecut materialele utilizate in implantologie trebuiau sa fie bioinerte, astazi se
proiecteaza materiale bioactive, care sa interactioneze cu moleculele biologice sau celulele si
s& permita regenerarea tesuturilor. in cazul osului, materialele trebuie s prezinte urmatoarele
caracteristici:

- s& fie osteoinductive (capabile sa promoveze diferentierea celulelor precursoare in linie
de osteoblaste);

- sa fie osteoconductive (sprijind cresterea osului si proliferarea in tesutul osos
inconjurator);

- sa fie capabile de oseointegrare (s& se integreze in tesutul osos inconjurator).
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in ultimele doua decenii, au fost studiate si evaluate o serie de materiale pentru substi-
tuirea osului autolog sau alogenic (ceramica bioactiva, sticle bioactive, polimeri sintetici sau
naturali, compozite polimerice).

Combinatia sinergica a biomaterialelor cu terapia celulara reprezintd un subiect de mare
interes pentru comunitatea stiintificd [M. M. Stevens, Biomaterials for bone tissue
engineering, Materials today, 11[5], (2008), 18-25].

Materialele traditionale, utilizate in ingineria tesutului, demonstreaza capacitatea aces-
tora de a regla formarea tesutului, dar, in general, sunt formate dintr-un amestec de structuri
chimice cu un indice de polidispersitate ridicat si un raspuns limitat la semnalele mediului
inconjurator. Toate aceste limitari au motivat exploatarea diferitelor clase de polimeri si dezvol-
tarea ,materialelor proiectate", cu proprietati fizice, chimice si biologice bine definite. Cateva
exemple in acest sens sunt prezentate in continuare. Au fost sintetizate prin procedee sol-gel
sau prin polimerizare, in prezenta fazei anorganice a precursorului copolimeric, o serie de com-
pozite, cum ar fi

- compozite polimerice, pentru aplicatii medicale pe baza de poliuretan si zeoliti con-
tinand ioni de argint [WO 2010/036214];

- compozite pe baza de particule osoase si poliuretani [US 2010/0112032];

- compozite pe baza de fosfat de calciu si un polimer termoplastic [US 2008/0206297];

- compozite pe baza de rasini epoxi si diferite materiale de ranforsare (nanopar-
ticule de TiO,, ZnO, SiC, Y,0,, C, nanotuburi de C) [US 2007/0142548];

- compozite pe baza de hidroxil-apatita si colagen [EP 1437148];

- nanocompozite pe baza de poliuretan si ZnO [US 2005/0239939].

Spre deosebire de materialele traditionale, care se afla in stadiul incercarilor clinice sau
spre deosebire de produsele comerciale, aceste noi materiale sunt in stadiul testarii in vitro sau
in stadiul testelor preliminare in vivo pe animale [G. Chan, D. J. Mooney, New materials for
tissue engineering: towards greater control over biological response, Trends in
Biotechnology 26[7, (2008), 362-392].

Problema tehnica, pe care o rezolva inventia, se refera la furnizarea unor materiale
hibride, nanostructurate, pe baza de hidroxiapatitéd si poliuretani duri, functionalizati, care
prezinta structura chimica omogena, indice de polidispersitate scazut si stabilitate ridicata fata
de mediul biologic, intr-un interval de timp clinic favorabil formarii noului tesut.

Prezenta inventie se refera la un nou material cu proprietati chimice si fizice bine
definite, un compozit nanostructurat pe baza de hidroxiapatita si poliuretan cu grupari tiol finale,
pentru aplicatii in terapia si diagnoza sistemului osos.

Selectarea componentelor acestui nou material hibrid, nanostructurat, a avut in vedere
tendintele actuale din domeniul biomaterialelor, care vizeaza ingineria tesuturilor, sistemele
celulare sofisticate, aplicatiile in biotehnologie si care presupun interactii specifice si directe
intre biomaterial si componentele tesutului [D. F. Williams, On the mecanism of
biocompatibiliti, Biomaterials 29 (2008), 2941-2953].

Prin aplicarea inventiei, se inlaturd dezavantajele materialelor cunoscute din stadiul
tehnicii, prin aceea ca materialele propuse sunt constituite din hidroxiapatitd si poliuretan
functionalizat cu grupari finale tiol intr-un raport in greutate de 4:1, in care hidroxiapatita este
sub forma de fibre subtiri, cu o latime de 5...10 nm si o lungime de maximum 50 nm.

Figurile atagate reprezinta:

- fig. 1a, imagine de microscopie electronica prin transmisie (TEM) a pulberii hibride,
obtinuta hidrotermal (raport greutate HAP:PU-SH = 4:1);

- fig 1b, difractie de electroni-imagine de microscopie electronica prin transmisie ce pune
in evidenta caracteristica dimensionala nanostructurala a baghetelor de hidroxiapatita obtinute;
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- fig. 2, imagine de microscopie electronica prin transmisie (TEM) a polimerului PU-SH
tratat hidrotermal;

- fig. 3a, analiza calorimetrica diferentiald de baleiaj (DSC), care pune in evidenta
transformarile structurale ale poliuretanului functionalizat cu grupari finale tiol initial (polimer PU-
SH initial);

- fig. 3b, analiza calorimetrica diferentiala de baleiaj (DSC), care pune in evidenta
transformarile structurale ale pulberii hibride, nanostructurate (raport greutate HAP:PU-
SH = 4:1);

- fig. 4, spectru in infrarosu cu transformata Fourier, pentru pulberea hibrida, nanostruc-
turata, care evidentiaza formarea unor legaturi intramoleculare puternice intre cele doua com-
ponente, cu participarea gruparii carboxil libera din poliuretanul functionalizat cu grupari finale
tiol (polimer PU-SH).

Conform inventiei, pulberile hibride nanostructurate prezinté dimensiuni ale particulelor
anorganice de hidroxiapatitd (HAP) sub forma de fibre subtiri (whiskers) de maximum 50 nm
lungime si 5...10 nm |atime (fig. 1a si 1b). Pentru comparatie, in fig. 2 se prezinta imaginea, prin
microscopie electronica de transmisie, pentru poliuretanul functionalizat cu grupe finale tiol
(polimer PU-SH), dupa tratamentul hidrotermal in aceleasi conditii cu pulberea hibrida
nanostructurata.

Conform inventiei, noul material hibrid nanostructurat prezinta stabilitate termicaridicata
comparativ cu poliuretanul functionalizat cu grupe finale tiol (polimer PU-SH), aspect evidentiat
prin analiza calorimetrica diferentiala de baleiaj (DSC) (fig. 3a si 3b).

Conform inventiei, pulberea hibrida nanostructurata prezinta interactiuni intermoleculare
puternice intre cele doud componente, aspect evidentiat prin analiz& structurala in infrarosu cu
transformata Fourier (fig. 4).

Fig. 4 evidentiaza urmatoarele aspecte:

- vibratia de intindere de la 1750 cm™, caracteristica gruparii C=0 libere din poliuretanul
functionalizat cu grupari finale tiol, nu mai apare, probabil datorita impiedicarii sterice, prin
formarea unor interactiuni intermoleculare puternice intre componenta organica si componenta
anorganica;

- vibratia de intindere de la 2600 cm™, caracteristica gruparii S-H libere din poliuretanul
functionalizat cu grupari finale tiol, o banda de intensitate slaba, nu mai apare, probabil datorita
participarii la formarea unor legaturi de hidrogen intre lanturile polimerice, ca urmare a
tratamentului hidrotermal, ceea ce ar justifica contractia polimerului sub influenta presiunii;

- in regiunea 962...1098 cm™, se observa cele trei vibratii de intindere, caracteristice
gruparii PO,* din hidroxiapatita.

Conform inventiei, filmele subtiri, obtinute prin depunerea pe suport din sticla a pulberii
hibride nanostructurate pe baza de poliuretan functionalizat cu grupe finale tiol si hidroxiapatita,
au demonstrat stabilitate sustinuta de valori ale viabilitatii de 100% similar cu controlul. Celulele
au aderat uniform pe suprafata probei. Filamentele de actina sunt bine evidentiate comparabil
cu cele din celulele control. Corpul celular este bine evidentiat si coloratia pentru actina este
pozitiva in extremitatile celulare, ceea ce justifica utilizarea acestor materiale pentru aplicatii
medicale.

Pentru realizarea pulberilor conform inventiei, se pot utiliza poliuretani functionalizati cu
grupe finale tiol cu diferite concentratii molare de grupe SH. Procesul de sinteza a pulberilor
hibride nanostructurate are loc in conditii hidrotermale, la temperaturi cuprinse intre 25 i 100°C
(de preferinta, 80...100°C) si presiuniinintervalul 20...100 atm (de preferintd, 80...100 atm). Sub
influenta presiunii, intre componenta anorganica si organica se realizeaza interactiuni
intermoleculare puternice, ceea ce asigura o stabilitate ridicatd a acestui nou material hibrid la
contactul cu fluidul biologic, intr-un interval de timp clinic favorabil formarii noului tesut osos.
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Procedeul hidrotermal prezinta o serie de avantaje: reactantii, care in conditii normale
sunt dificil de dizolvat, in conditii hidrotermale, trec in solutie, sub influenta mineralizatorilor sau
solventilor (reactii de transport chimic). in conditii hidrotermale, solventii prezintd putere de
solvatare ridicata, compresibilitate inalta, capacitate crescuta de transport de masa, ceea ce
permite sinteza unor noi faze sau stabilizarea unor noi complecsi. Dupa cum se stie, apa, din
punct de vedere al impactului asupra mediului, este cel mai sigur material si cel mai ieftin dintre
toti solventii. Aceasta poate actiona ca un mineralizator sau ca un catalizator, in conditii de
temperatura si presiune inalte. Proprietatile termodinamice si de transport ale apei, in conditii
supercritice, sunt net diferite de cele ale apei, in conditii normale de temperatura si de presiune.
Datorita scaderii viscozitatii solventului, mobilitatea moleculara creste, iar ca urmare a scaderii
constantei dielectrice si a densitatii solventului, se modifica hidratarea ionica. Ca urmare, din
punct de vedere energetic, procedeul hidrotermal se desfagoara cu minimum de consum
energetic [K. Byrappa, M. Yoshimura, Handbook of Hydrothermal Technology, Ed. Noyes
Publications, USA].

Se prezinta, in continuare, dou& exemple de realizare a inventiei, fara ca acestea sa
limiteze utilizarea acestui procedeu in domeniul tehnic propus.

Exemplul 1. Structura poliuretanului functionalizat cu grupari finale tiol (PU-SH)

H,C_ CH,

0. _OH
e }O N cH, " hil SH
0% “oH

Q

Intabelul urmator, sunt prezentate caracteristicile poliuretanului functionalizat cu grupari
finale tiol.

Tabel
Cod Compozitie Morfologia de suprafatd a PU-SH
PU-SH S1,94% Suprafata omogend cu rugozitate de 0,3 pm, formatd din sferulite
SH 20 mol% granulare de dimensiuni nanometrice, inaltimea maxima a formatiunilor
nedepasind 3 nm.

Pentru a obtine 5 g de material hibrid, nanostructurat, in care raportul greutate HAP:PU-
SH = 4:1, se cantaresc, cu exactitate, 9,38 g de Ca(NO;),*4H,0 si 2,74 g de NH,H,PO,, care
se dizolva in 100 ml apa deionizata. Se adauga un volum bine determinat de amoniac, solutie
25%, astfel incat pH-ul solutiei sa ajunga la 10 si sa aiba loc precipitarea HAP amorfe.
Precipitatul amorf pe bazad de HAP se filtreaza si se spald, intr-o singura treapta, cu apa
deionizata, pentru indepartarea urmelor de ioni de amoniu. Dupa spalare, precipitatul amorf se
repulpeaza in apa deionizata. Polimerul (1 g) se dizolva in 35 ml DMAA (dimetilacetamida) si
se adauga peste precipitatul repulpat in apa deionizata. Suspensia astfel obtinuta se introduce
in autoclava, pentru tratament in conditii hidrotermale (presiunea=80...100 atm; temperatura
80...100°C, timp=2 h). Dupa tratamentul hidrotermal, solutia se liofilizeaza, pentru indepartarea
solventului (apa si DMAA). Se obtine o pulbere find, de culoare alba, cu compozitie, micro-
structura si morfologie specifice.
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Exemplul 2. Pentru a obtine 5 g de material hibrid, nanostructurat, in care raportul
greutate HAP:PU-SH =1:4, se cantaresc, cu exactitate, 2,35 g de Ca(NO,),*4H,0 si 0,686 g de
NH,H,PO,, care se dizolva in 50 ml apa deionizatd. Se adauga un volum bine determinat de
amoniac solutie 25%, astfel incat pH-ul solutiei sa ajunga la 10 si sa aiba loc precipitarea HAP
amorfe. Precipitatul amorf pe baza de HAP se filtreaza si se spala, intr-o singura treapta, cu apa
deionizata, pentru indepartarea urmelor de ioni amoniu. Dupa spalare, precipitatul amorf se
repulpeaza in apa deionizata. Polimerul (4 g) se dizolva in 35 ml DMAA (dimetilacetamida) si
se adauga peste precipitatul repulpat in apa deionizata. Suspensia astfel obtinuta se introduce
in autoclava, pentru tratament in conditii hidrotermale (presiunea=80...100 atm; temperatura
80...100°C, timp=2 h). Dupa tratamentul hidrotermal, solutia se liofilizeaza, pentru indepartarea
solventului (apa si DMAA). Se obtine o pulbere fina, de culoare alba, care a fost caracterizata
din punct de vedere compozitional, microstructural $i morfologic.
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Revendicari

1. Pulberi hibride, nanostructurate, pe baza de hidroxiapatita si poliuretan, caracterizate
prin aceea ca sunt constituite din hidroxiapatita si poliuretan functionalizat cu grupari finale tiol
intr-un raport in greutate de 4:1, in care hidroxiapatita este sub forma de fibre subtiri cu o latime
de 5...10 nm si o lungime de maximum 50 nm.

2. Pulberi hibride, nanostructurate, conform revendicarii 1, caracterizate prin aceea ca
raportul in greutate dintre hidroxiapatita si poliuretanul functionalizat cu grupari finale tiol este
de 1:4.

3. Pulberi hibride, nanostructurate, conform revendicarii 1, caracterizate prin aceea ca
temperatura de tranzitie sticloasa a poliuretanului functionalizat cu grupari finale de tiol creste,
in prezenta apatitei, tranzitia fazei sticloase.

11
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