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Inventia se refera la o compozitie pe baza de polihidroxibutirat si celuloza bacteriana
cu aplicatii in ingineria tisulara si la un procedeu de obtinere a acesteia. Se cunosc din
literatura de specialitate compozite polimerice de uz medical. Ponderea utilizarii polimerilor
pentru obtinerea de dispozitive gi echipamente medicale este: policlorura de vinil - 27%, poli-
stiren - 18%, polietilena de joasa densitate - 17%, polietilena de inalta densitate - 13%, poli-
propilena-10%), policarbonat/ester - 8%, cauciuc siliconic - 5%; biomaterialele cu proprietati
dirijate reprezinta numai 2%, (Dumitriu S. si Dumitriu D., Polymeric Biomaterials, 99-143
ed. Marcel Dekker, New York, 1993).

Se cunosc, din brevetul US 4433072 A, compozitii polimerice pe baza unui amestec
de policlorura de vinil si poliuretan cu grupe amine tertiare si heparina. Pentru obtinerea
acestor compozitii sunt necesare substante chimice, operatii de filtrare, degazare, uscare.
Se cunoaste, din brevetul US 4563490 A, compozitul polimeric care cuprinde intre 1...99%
un polimer hidrofilic sau copolimer pe baza de esteri acrilici sau metacrilici, intre 1...99%
colagen fibrilar si pana la 2,5% un agent de reticulare (trimetilolurea, formaldehida, acet-
aldehida, glutaraldehida, dialdehida a amidonului, glioxal si saruri cromice). Compozitia mai
poate cuprinde compounduri biologic active si alte materiale auxiliare, cum ar fi plastifianti
si/sau agenti de umplutura. Prepararea compozitiei are loc prin dispersarea colagenului
fibrilar intr-o solutie sau o dispersie puternic gonflata cu un polimer sau copolimer hidrofilic
intr-un agent liotropic (acizi carboxilici diluati, amestecuri apoase puternic acide de etanol
si metanol (pH 2...3), solutii apoase concentrate de saruri liotropice, sub agitare la o tempe-
raturd mai mica de 37°C) urmata de indepartarea agentului liotropic.

Se cunoaste, din brevetul US 4427808 A, materialul polimeric compozit pentru apli-
catii biologice si medicale, pe baza de poli(2-hidroxietil metacrilat), colagen si 0,1%
glutaraldehida ca agent de reticulare.

Se cunosc numeroase compozitii utilizate pentru ingineria tisulara. Astfel: compozitii
pe baza de poli(3-hidroxibutirat-co-4-hidroxivalerat) si celuloza bacteriana impreuna cu un
co-solvent, acid trifluoroacetic (Cai Zhijiang, Hou Chengwei, Yang Guang, Poly(3-
hydroxubutyrate-co-4-hydroxubutyrate)/bacterial cellulose composite porous scaffold:
Preparation, characterization and biocompatibility evaluation, Carbohydrate Polymers
87 (2012) 1073-1080), hidroxiapatita (HA) si poli(3-hidroxibutirat) si poli(3-
hidroxibutirat-co-3-hidroxihexanoat; Ya-Wu Wang, Qiong Wu, Jinchun Chen, Guo-
Qiang Chen, Evaluation of three-dimensional scaffolds made of blends of
hydroxyapatite and poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) for bone
reconstruction, Biomaterials 26 (2005) 899-904).

Se cunosc, din brevetul US 6555123 B2, compozitii pe baza de polihidroxialcanoati,
sub forma de solutii care pot fi administrate in corpul uman impreuna cu un agent de aglo-
merare sau viscosupliment (de exemplu intradermic, subcutanat, intramuscular si sub-
mucoasa) intr-o cantitate terapeutica pentru a furniza efecte cosmetice, protetice sau de
calmare a durerii.

Aceste compozitii pot fi injectate in tesuturile osoase, cum ar fi oase, cartilagii,
tendoane si mugchi pentru a facilita refacerea sau regenerarea tesuturilor.

Se cunoaste, din brevetul US 20140066587 A1, utilizarea poli(1,8-octandiol-co-citric
acid) pentru obtinerea scaffoldurilor poroase, prin dizolvarea pre-polimerului in dioxin pentru
a forma o solutie de 25%, si apoi adaugarea unei sari ca agent porogen.

Se cunoaste, din brevetul US 6103255 A, prepararea scaffoldurilor prin utilizarea
compoundurilor de tirosin poli(DTE carbonat) care au fost dizolvate intr-un amestec de 3 ml
1,4-dioxan si 0,3 ml apa.
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Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in obtinerea unor compozite poli-
merice pe baza de polihidroxibutirat, tributil citrat si celuloza bacteriana care prezinta carac-
teristici fizico-mecanice si biologice adecvate utilizarii in ingineria tisulara si la un procedeu
de obtinere a acestora.

Compozitele conform inventiei sunt constituite din amestecuri formate din parti de
greutate de: 79...80% PHB, 16% TBC si 1...2% celuloza bacteriana.

Procedeul de obtinere a compozitelor polimerice, conform inventiei, consta din reali-
zarea unui amestec fizic intre pulberea de PHB si plastifiantul TBC, care se lasa circa 4 h
la maturare si apoi amestecarea componentilor are loc in topitura, in plastograful Brabender,
la o temperatura de 170...180°C, timp de 10...12 min, cu o viteza a snecurilor de 40...60 rpm,
iar ca agent porogen se utilizeaza 3% NaCl de uz farmaceutic.

Inventia, conform descrierii de mai sus, prezinta urmatoarele avantaje:

- se utilizeaza materiale prietenoase mediului;

- se obtin materiale biocompatibile, caracterizate prin biocompatibilitate in vitro gi
metode fizico-chimice descrise in Farmacopeea Europeana;

- procedeul de obtinere a compozitiilor cu aplicatii in ingineria tisulara are loc prin prelu-
crarea in topitura, fara un consum energetic mare, pe utilaje specifice polimerilor traditionali;

- compozitele polimerice obtinute prezinta caracteristici fizico-mecanice, de biocom-
patibilitate si biodegradabilitate adecvate utilizarii propuse.

Biocompozitele prezinta rezistenta la tractiune, alungire la rupere, biocompatibilitate,
ceea ce le recomanda pentru obtinerea scaffoldurilor. Inventia de fata ofera o solutie simpla
si economica pentru obtinerea de compozitii polimerice biodegradabile si bioresorbabile, cu
proprietati fizico-mecanice imbunatatite.

Este cunoscut faptul ca polimerii sunt utilizati pe scara larga in domeniul medical
pentru un numar foarte mare de aplicatii: pungi de sénge, tuburi, sonde, canule, catetere,
transfuzie de sange si perfuzie, crearea de rinichi si plaméani artificiali etc. Utilizarea poli-
merilor pe baza de clorura de vinil s-a dezvoltat destul de bine datorita diverselor avantaje
asociate cu natura acestor produse (in special costul lor moderat); din nefericire, policlorura
de vinil in sine nu este suficient de flexibila, si atunci se realizeaza plastifierea (in special cu
ftalati). In acest caz, atunci cand polimerul plastifiat se afl& in contact cu lichidele biologice
exista pericolul de exsudatie a plastifiantilor i acumularea acestora in corpul uman.

Clasa de polimeri biodegradabili, polihidroxialcanoati (PHA), reprezinta un candidat
atractiv pentru inlocuirea materialelor plastice pe baza de petrol in multe aplicatii. Tn ultimul
deceniu, multi cercetatori au examinat biodegradabilitatea si biocompatibilitatea PHA in
sisteme de culturi celulare sau animale. Rezultatele sugereaza faptul ca PHA este un mate-
rial adecvat pentru fabricarea de dispozitive medicale resorbabile, cum ar fi; suturi, plase,
implanturi si scaffolduri pentru ingineria tisulara (Christopher J. Brigham and Anthony J.
Sinskey, Applications of Polyhydroxyalkanoates in the Medical Industry, International
Journal of Biotechnology for Wellness Industries, 2012, 1, 53-60).

Investigatiile in ingineria tisulara se ocupa in principal cu dezvoltarea de materiale
pentru regenerarea tesuturilor osoase. Designul structurilor poroase tridimensionale
(scaffolduri) constituie una dintre problemele majore in aceasta directie. Scaffoldurile trebuie
sa indeplineasca cerintele de biocompatibilitate, sa sustina cresterea noului tesut si sa ofere
stabilitate mecanica pana la finalizarea acestuia. Exista mai multe criterii a caror indeplinire
este necesara pentru crearea de scaffolduri. Pentru a oferi posibilitatea de regenerare a
tesuturilor, structura de scaffold trebuie sa asigure cresterea tridimensionala a tesutului gi
sa stimuleze cresterea intr-o forma stabilita. De asemenea, aceste scaffolduri trebuie sa fie
realizate din materiale biocompatibile, cu biodegradabilitate sau bioresorbabilitate controlata.
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Termenul de ,biocompatibilitate" se refera la compozitii care sunt bine tolerate de organism
si nu cauzeaza o reactie inflamatorie adversa prelungita care sa afecteze performanta sau
functiunea sa. Asa cum este utilizat aici, termenul "bioresorbabil" se referéa la compozitii care
se descompun in conditii fiziologice normale in vivo in componente care pot fi metabolizate
sau excretate. Pentru a asigura cresterea tridimensionala a tesutului, structura matricei tre-
buie sa posede o retea de macro (supra) pori. Mai mult decat atat, in timpul cultivarii celulelor
in vitro, care are loc in afara unui organism viu, precum si in timpul cresterii tesuturilor, pre-
zenta acestei structuri suport asigura acordarea neingradita a unui mediu nutritiv pentru
masa celulara. Scaffoldurile pot fi sub forma de plase, suporturi solide, tuburi, structuri
poroase gi/sau hidrogeluri. Dupa implantare, prezenta unei structuri poroase asigura accesul
liber al sangelui la celule. In cele din urma, scaffoldurile trebuie s& stimuleze cresterea vase-
lor de sdnge (angiogeneza) in interiorul retelei de pori. in acest caz, este necesar ca diame-
trul minim al porilor sa aiba dimensiunea mai mare decat 10 um.

Atat polimerii sintetici, cat si cei naturali se utilizeaza pentru fabricarea de scaffolduri.
Printre polimerii sintetici care se utilizeaza in mod frecvent pentru crearea de scaffolduri
osoase se mentioneaza: poli (acid a-hidroxicarboxilic), in mod special, poli (acid glicolic), poli
(acid lactic), si copolimerii acestora (poli (acid lactic_co_acid glicolic) (PMGAs)), precum si
policaprolactona, poli (3_hidroxibutirat), poliortoesteri si polianhidride. Printre polimerii natu-
rali, cei mai utilizati pentru fabricarea scaffoldurilor fac parte: proteinele matricei extracelulare
(colagen si fibrind), precum si polizaharide, poli (acid hialuronic), chitosan si alginat. Acesti
polimeri sunt considerati promitatori datorita asemanarii lor cu elemente naturale ale cito-
scheletului tesuturilor regenerate. Cu toate acestea, aplicarea lor este impiedicata de pro-
bleme de imunogenitate si de incapacitatea de a controla degradarea lor (V. A. Korzhikov,
E. G. Vlakh, and T. B. Tennikova, Polymers in Orthopedic Surgery and Tissue
Engineering: From Engineering Materials to Smart Biofunctionalization of a Surface,
Polymer Science, Ser. A, 2012, Vol. 54, No. 8, pp. 585-601). Cu toate acestea, exista
cerinte pentru imbunatatirea proprietatilor mecanice ale acestor scaffolduri. Astfel, au fost
propuse materiale compozite poroase pe baza de polilactida, care conduc la cresterea
osteoconductivitatii schelelor.

Celuloza microbiana (BC) este un biomaterial foarte flexibil care poate fi utilizat in tra-
tamentul plagilor si arsurilor cronice, ca piele artificiala sau pansamente, pentru obtinerea
de vase artificiale, scaffolduri pentru ingineria tisulara. BC difera de celuloza vegetala prin
puritatea sa superioara, cristalinitate, gradul de polimerizare si rezistenta la tractiune
(Fernando G. Torres, Solene Commeaux and Omar P. Troncoso, Biocompatibility of
Bacterial Cellulose Based Biomaterials, J. Funct. Biomater. 2012, 3, 864-878). De
asemenea, este biocompatibila. BC prezinta o structura de retea a fibrilelor tridimensionale
(3D), care este similara cu matricea extracelulara naturala (ECM) (Shuai Peng, Yudong
Zheng, Jian Wu, Yaxun Wu,Yanxuan Ma, Wenhui Song, Tingfei Xi, Preparation and
characterization of degradable oxidized bacterial cellulose reacted with nitrogen
dioxide, Polym. Bull. (2012) 68:415-123. DOI 10.1007 /s00289-011-0550-8).

Se stie ca obtinerea compozitiilor pentru ingineria tisulara se bazeaza pe procedeele
clasice de lucru cu solventi (de multe ori foarte toxici).

Dezavantajele compozitiilor de mai sus se refera la utilizarea solventilor, a agentilor
de reticulare toxici care conduc la citotoxicitatea produsului destinat domeniului medical.

Compozitele polimerice prezentate in inventie inlatura dezavantajele mentionate mai
sus prin aceea ca se utilizeaza materiale prietenoase mediului, precum polihidroxibutirat
(PHB), celuloza bacteriana (BC), tributil citrat (TBC) si resurse indigene, cum ar fi NaCl de
uz medical, biocompatibile, testate conform Farmacopeei Europene in vigoare, care nu pun
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in pericol sanatatea pacientilor si a utilizatorilor. Compozitele polimerice conform inventiei
se obtin prin amestecarea in topitura intr-un plastograf Brabender, la o temperatura cuprinsa
intre 170...180°C, turatie de 40...60 rot/min si un timp de amestecare intre 10...12 min. Selec-
tarea materialelor gi cantitatilor acestora au o influenta deosebita asupra proprietatilor fizico-
mecanice si biologice ale acestora.

Pulberea de polihidroxibutirat (PHB), furnizata de Firma Biomer, Germania prezinta
o dimensiune a particulelor cuprinsa intre 0,5...50 pym.

Plastifiantul tributil citrat (TBC), 97,0% (ALDRICH) este caracterizat prin: aspect
lichid, puritate (GC) 99,9%, indice de refractie 1. Din literatura se cunoaste ca utilizarea unui
plastifiant Tn concentratie de 20% fata de matricea polimerica asigura o plastifiere eficienta.

Celuloza bacteriana (BC), sintetizata de Institutul National de Cercetare Dezvoltare
Chimico-Farmaceutica Bucuresti este sub forma de membrana uscata care se macina
ulterior pentru a obtine o pulbere.

Compozitia polimerica pe baza de PHB si celuloza bacteriana, conform inventiei,
continand 79...80% pulbere de PHB, 16% TBC si 1...2% BC biocompatibila au fost preparate
prin procesarea la cald, pe un Plastograf Brabender. Ca agent porogen s-au utilizat 3% NaCl
de uz farmaceutic.

Procedeul de obtinere a compozitiei, conform inventiei, consta in prelucrarea ames-
tecului polimeric in topituréa la o temperatura de 170...180°C, un timp de amestecare cuprins
intre 10...12 min, cu o viteza a snecurilor de 40...60 rpm. Inainte de utilizare, pulberea de
PHB a fost uscaté la temperatura de 60°C, timp de 3 h. Tnainte de utilizare, pulberea de BC
a fost uscata la temperatura de 105°C, timp de 2 h. Mai intéi, se realizeaz& un amestec fizic
intre pulberea de PHB si plastifiant (TBC), care se lasa circa 4 h la maturare. Urmeaza
topirea acestui amestec la temperatura necesara, adaugarea BC si NaCl, apoi amestecarea
pana la inglobarea uniforma a ingredientelor in masa topiturii. Urmeaza presarea la cald, la
temperatura de 170...175°C, timp de presare 3 min si presiunea de presare de 125 atm,
pentru obtinerea de placi cu grosimea de 1 mm si filme cu grosimea de maximum 0,1 mm.
Din placile si filmele obtinute s-au prelevat epruvete standard pentru efectuarea testelor
fizico-mecanice si biologice. NaCl din placile si filmele obtinute a fost eliminata prin imersari
succesive Tn apa distilata, pentru o perioada totala de 96 h. Scaffoldurile obtinute au fost
uscate n aer timp de 24 h si apoi in vacuum pentru alte 24 h. Scaffoldurile rezultate au fost
depozitate intr-un exicator prevazut cu vid, pana la caracterizare.

In continuare, se prezintd doud exemple de realizare a inventiei in legatura cu
fig. 1...5 care reprezinta:

- fig. 1, spectre ATR-FTIR pentru compozite pe baza de PHB si BC;

- fig. 2, curbe DSC pentru compozite pe baza de PHB si BC;

- fig. 3, absorbanta in UV/VIS a compozitelor PHB si BC;

- fig. 4, microfotografii SEM ale compozitelor pe baza de PHB si BC;

- fig. 5, imagine de microscopie in fluorescenta in care se evidentiaza nucleii marcati
fluorescent cu DAPI ai celulelor 3T3-L1 insamantate pe suprafata compozitelor polimerice,
la 24 h sila 5 zile de la cultivare.

Exemplul 1

Compozitia polimerica [(PHB:TBC)_BC1] compusa din polihidroxibutirat, tributil citrat
si celuloza bacteriana, conform tabelului 1:

Tabelul 1

Compozitie, % g

Cod receptura
PHB, % g | Tributil citrat,% g | Celuloza bacteriana, % g NaCl % g

(PHB:TBC)_BC1 80 16 1 3
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Pulberea de PHB si BC se usuca in prealabil. PHB si plastifiantul se matureaza la
cald, apoi se omogenizeaza in topitura. Se introduce BC si se continua amestecarea pana
la dispersia uniforma a agentului de umplutura in matricea polimerica. NaCl se adauga in
scopul de creare a porilor in structura materialului. Urmeaza presarea amestecului,
eliminarea NaCl si prelevarea epruvetelor.

Exemplul 2

Compozitia polimerica [(PHB:TBC)_BC2] compusa din polihidroxibutirat, tributil citrat
si celuloza bacteriana, conform tabelul 2:

Tabelul 2

Compozitie, % g

Codrecepturd | pyip o0 o | Tributil citrat,% g | Celuloza bacteriana, %g | NaCl % g

(PHB:TBC)_BC2 79 16 2 3

PHB se amesteca cu TBC, apoi are loc omogenizarea in topitura, la cald si introdu-
cerea BC. Urmeaza presarea amestecului, eliminarea NaCl si prelevarea epruvetelor.

Pentru obtinerea de placi si flme, amestecurile obtinute in exemplele 1 si 2 au fost
presate la temperatura de 170...180°C, timp de presare 3...5 min. Din placile obtinute prin
presare la cald, s-au prelevat epruvete, care ulterior au fost testate din punct de vedere al
proprietatilor fizico-mecanice, de biocompatibilitate si biodegradare. In continuare, se
prezinta metodele de caracterizare si rezultatele testelor.

Caracterizarea compozitiilor

Pentru caracterizarea compozitiei se folosesc metodele fizico-chimice si
biocompatibilitate in vitro conform FARMACOPEE|I EUROPENE, calorimetria diferentiala de
baleiaj (DSC), FT-IR, determinarea proprietatilor de tractiune i investigatii morfologice SEM.
Pentru comparatie se foloseste o receptura de PHB plastifiata, codificatda PHB.

Metode folosite in studiul tehnic

1. Comportarea la prelucrarea in topitura

Amestecarea in topitura este o tehnica fara utilizare de solvent si este compatibila
cu metodele de procesare ale polimerilor traditionali.

Tabelul 3
Caracteristicile procesairii in topitura pentru biocompozitele realizate
Compozitie TQ,min (NM) TQymin (NM) TQgmin (NM)
PHB 29,5 20 11
(PHB:TBC)_BC 1 36 22 12
(PHB:TBC)_BC 2 34 23 12

unde:

TQ, i, reprezinta cuplul de torsiune dupa 1 min de procesare in topitura;
TQymin reprezinté cuplul de torsiune dupa 4 min de procesare in topituré;
TQiomin reprezinta cuplul de torsiune dupa 10 min de procesare in topitura.

2. Investigarea structurii chimice prin spectroscopie FTIR-ATR

Spectrele FTIR s-au inregistrat pe echipamentul FTLA 2000-104, ABB Canada, prin
tehnica ATR. Domeniul de scanare a fost cuprins intre 750 si 1900 cm™, la rezolutie de
2 cm’', spectrele inregistrate reprezentand media a 4 scandri succesive.

6
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3. Evaluarea proprietatilor de tractiune ale compozitiilor pe baza de PHB si BC

Testele de tractiune au fost realizate conform ISO 527 pe un dispozitiv de incercari
mecanice INSTRON 2519-107 cu o celula de forta de 5 kN. Viteza de lucru a fost setata la
1 mm/min. Dimensiunile epruvetelor (cf. ISO 527) au fost: lungime totala 115 mm; latimea
partii inguste 6 mm; latimea la extremitati 25 mm.

4. Calorimetrie Diferentiala de Baleiaj (DSC)

Experimentele DSC au fost efectuate pe echipamentul DSC 827° METTLER
TOLLEDO, pornind de la temperatura camerei pana la temperatura de 350°C, cu viteza de
10°C/min. S-au folosit creuzete de Al de 40 pl. Determinarile s-au efectuat in atmosfera de
aer. S-au obtinut temperatura de topire (T,,), temperatura de degradare (T,) si caldura de
fuziune (AH;). Gradul de cristalinitate al PHB s-a calculat folosind ecuatia 1 (Chan el al.
2011)%:

AH

PHB- X, = x100%
(1 W)AH 10006 pris

unde:

AH;, este entalpia la topire a probei (J/g);

AH, 00, o1 €Ste entalpia pentru PHB 100% cristalinitate (146 J/g) (Sadi et al., 2010)°;
(1 - w) este fractia in greutate a polimerului din biocompozite.

5. Analize fizico-chimice pe extract apos

Analizele fizico-chimice pe extractul apos, conform Farmacopeei Europene au
constat in urmatoarele determinari:

- substante reducatoare;

- aciditate;

- alcalinitate;

- absorbanta in UV/VIS;

- reziduu la evaporare.

Pentru prepararea extractului apos se introduc 25 g din materialul de analizat intr-un
balon de sticla borosilicata. Se adauga 500 ml apa distilata pentru preparate injectabile si se
acopera gatul balonului cu un vas de sticla borosilicata. Se incalzeste in autoclav, la tempe-
ratura de 121 + 2°C, timp de 20 min, se lasa sa se raceasca si se decanteaza solutia. Se
completeaza volumul pana la 500 ml cu apa distilata. in paralel cu prepararea extractului
apos se efectueaza o proba martor, in aceleasi conditii ca extractul apos, dar fara materialul
de analizat.

6. Evaluarea biocompatibilitatii in vitro

Biocompatibilitatea materialelor a fost evaluata in raport cu preadipocitele murine
apartinand liniei celulare 3T3-L1 (ATCC, cod CL-173™). In acest sens, au fost investigate
(i) distributia celulelor pe suprafata materialelor prin studii de microscopie in fluorescenta,
si (ii) viabilitatea i potentialul proliferativ al acestor celule prin studii cantitative de spectro-
fotometrie, la 24 h si 5 zile dupa Tnsamantarea lor pe materialele testate.

Modelul celular in vitro:

Celulele 3T3-L1 au fost propagate in mediu de cultura Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) low glucose (Sigma-Aldrich, cod D2902), suplimentat cu 3,5 g glucoza,
1,5 g NaHCO,, 1% anitbiotic-antimicotic si 10% ser de vitel nou-nascut (Gibco, cod
26010074), la 37°C, intr-o atmosfera umeda de 5% CO.,.

Pentru realizarea testelor mai sus mentionate, materialele de testat au fost sterilizate
la UV timp de ~ 6 h pe fiecare parte, iar celulele au fost insaméntate pe suprafata lor la o
densitate initiala de 3 x 10° celule/cm?.
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Distributia celulelor pe suprafata materialelor:

La 24 h si 5 zile dupa insamantare, celulele 3T3-L1 au fost fixate cu p-formaldehida
4%, timp de 20 min si spalate cu tampon PBS. Membrana celulara a fost apoi permeabilizata
prin incubare, timp de 1 h, la temperatura camerei, cu o solutie de BSA 2% si Triton x 100
0,1% intampon PBS. Dupa o noua etapa de spalare, probele au fost incubate la temperatura
camerei, timp de 15 min in 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (2 ug/mlin PBS) pentru marca-
rea fluorescentd a nucleilor si apoi inspectate la microscopul inversat Olympus 1X71;
imaginile au fost captate cu Softul CellF.

Testul MTT:

Viabilitatea si potentialul proliferativ al celulelor in contact cu compozitiile testate au
fost evaluate prin testul spectrofotometric MTT. Tratarea celulelor cu o solutie de [bromura
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu] MTT (Sigma-Aldrich, cod M5655) permite
evaluarea metabolismului oxidative si a raspunsului la factori externi care pot avea un efect
pozitiv sau negative asupra viabilitatii. Testul colorimetric cantitativ MTT se bazeaza pe
reducerea unei sari de tetrazoliu, de culoare galbena (MTT) la un formazan insolubil in
mediul de cultura, de culoare albastru-violet. Reactia de reducere este realizata de enzime
mitocondriale (in special succinat dehidrogenaza) si este un indice al integritatii celu-
lare/mitocondriale. Formazanul poate fi solubilizat cu izopropanol sau DMSO, iar densitatea
optica a solutiei astfel obtinute poate fi evaluata spectrofotometric la 550 nm.

Astfel, la 24 h si 5 zile de la insamantarea celulelor pe materialele de testat mediul
de cultura a fost schimbat cu o solutie de MTT, 1 mg/ml, iar probele astfel obtinute au fost
incubate in conditii standard de cultura inca 4 h. Dupa solubilizarea cristalelor de formazani
in DMSO, timp de 30 min, a fost evaluata densitatea optica a solutiei obtinute, la o lungime
de unda de 550 nm, la spectrofotometrul TECAN, in placi cu 96 de godeuri.

7. Caracterizarea morfologica a compozitiilor obtinute

Analiza morfologiei si microstructurii materialelor a fost realizata prin microscopie
electronica de baleiaj (SEM) pe compozitile polimerice acoperite cu un strat fin de Aur.
Probele au fost inghetate si taiate in azot lichid pentru evidentierea structurii interne. Aparatul
folosit a fost un dispozitiv SEM QUANTA INSPECT F echipat cu tun de emisie electroni
(FEG) cu rezolutie 1,2 nm si spectrometru EDS.

Rezultate gi discultii

1. Comportarea la prelucrarea in topitura

Compozitele polimerice pe baza de PHB si BC nu prezinta dificultate la procesarea
in topitura.

Din spectrele FTIR se observa intensitatea legaturii C=0 cu vibratia de intindere la
1718 cm™ specifica legaturilor de tip ester. Benzile de absorbtie specifice celulozei au fost
observate la 1454 cm™ (CH, de deformare) si in regiunea 1379...1043 cm™ caracteristice
gruparii C-O de deformare.

Curbele DSC obtinute pentru biocompozitele studiate sunt prezentate in fig. 2.

Tabelul 4
Parametri DSC pentru probele studiate
Proba AH,, J/g T, °C T, °C X, %
PHB 57,15 171,92 294,18 39,14
(PHB:TBC)_BC1 58,05 171,61 281,00 40,16
(PHB:TBC)_BC2 50,79 170,54 287,31 35,49
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Rezultatele obtinute Tn urma caracterizarii fizico-chimice sunt prezentate in tabelul

5 sifig. 4
Tabelul 5
Caracterizarea fizico-chimica a compozitelor pe baza de PHB si BC
Caracteristica 3 Valoare
Proba impusé cf.
U.M. Farma-
PHB (PHB:TBC)_BC1 [(PHB:TBC)_BC2 copeei
(Martor) Europene
Substante ml Na,S,0;
reducatoare 0,01 M 0,20 11 0.7 Max. 2
Absorbanta in
UV-VIS, % <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
A =250...310 nm
Aciditate ml NaOH 0,01 M| 1,2 1,2 1,1 Max. 1,5
Alcalinitate ml HCI 0,01 M 0,62 0,72 0,85 Max. 1
Reziduu la 9 0,0015 0,0021 0,0034 Max. 0,0075
evaporare
Tabelul 6
Proprietéti fizico-mecanice ale compozitiilor PHB si BC
Proba Rezistenta la Alungirea la rupere, Modul elasticitate,
tractiune, MPa % MPa
PHB 9 3 1250
(PHB:TBC)_BC1 12 1,9 1310
(PHB:TBC) BC2 15 1,5 1400

Morfologia compozitiilor pe baza de PHB si celuloza bacteriana a fost evidentiata prin
analiza SEM. Imaginile sunt prezentate in fig. 5.

A,B-PHB plastifiat martor, C,D- (PHB:TBC)_BC_1, E,F- (PHB:TBC)_BC_2

Imaginile din fig. 5A si B evidentiaza morfologia poli(3-hidroxibutiratului) plastifiat cu
tributil citrat. Se observa aglomerari de granule/particule PHB. Fig. 5C, D, E, F evidentiaza
compozitile pe baza de PHB si BC la diferite mariri unde particulele de poliester sunt
intrepatrunse in nanostructura celulozei sau acopera suprafata nanofibrilelor de celuloza.

Evaluarea biocompatibilitatii in vitro a compozitiilor obtinute

Distributia celulelor pe suprafata materialelor:

Imaginile de microscopie in fluorescenta arata ca, atat la 2 de ore céat sila 5 zile de
lainsamantare, pe suprafata compozitiilor polimerice au existat celule (fig. 1). Mai mult decat
atét, la 5 zile, numarul nucleilor marcati fluorescent este mai mare decat la 24 h, ceea ce
sugereaza ca preadipocitele 3T3-L1 au proliferat pe suprafata materialelor.

Testul MTT:

Observatiile calitative mai sus mentionate au fost confirmate si cantitativ prin cuanti-
ficarea spectrofotometrica a viabilitatii celulelor la 24 h si 5 zile de la Tnsdméantare si a poten-
tialului proliferativ la 5 zile de cultivare. Astfel, datele obtinute prin testul MTT sunt prezentate
in fig. 2 si arata ca preadipocitele murine au supravietuit pe suprafata materialelor testate gi
au proliferat timp de 5 zile. In plus, acest test cantitativ, a permis identificarea unor diferente
de viabilitate a celulelor 3T3-L1 pe cele 3 probe testate, astfel ca pe proba | viabilitatea a fost
cea mai scazuta atat la 24 h cat si la 5 zile, iar pe proba lll cea mai crescuta. Cu toate
acestea, nu au fost identificate diferente de proliferare intre probe.
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Concluzii finale

S-au realizat doua recepturi polimerice pe baza de polihidroxibutirat, tributil citrat si
celuloza bacteriana. Recepturile au fost testate din punct de vedere al proprietatilor fizico-
mecanice, fizico-chimice si de biocompatibilitate. Recepturile (PHB:TBC) BC1 si
(PHB:TBC)_BC2 prezinta o buna biocompatibilitate fata de linia de celule preadipocite. Astfel
ca pe proba | martor viabilitatea a fost cea mai scazuta atat la 24 h cat si la 5 zile, iar pe
proba (PHB:TBC)_BC2 cea mai crescuta. Valorile prezentate in documentatia tehnica indica
faptul ca amestecurile polimerice realizate conform inventiei indeplinesc cerintele fizico-
mecanice si de biocompatibilitate impuse dispozitivelor medicale din materiale plastice
pentru utilizarea in domeniul ingineriei tisulare.
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Revendicari

1. Compozite polimerice pe baza de polihidroxibutirat si celuloza bacteriana pentru
aplicatii Tn ingineria tisulara, caracterizate prin aceea ca sunt constituite din amestecuri
formate din parti de greutate de: 79...80% PHB, 16% TBC si 1...2% celuloza bacteriana.

2. Compozite polimerice conform revendicarea 1, caracterizate prin aceea ca sunt
constituite din amestecuri formate din procente in greutate de: 80% PHB, 16% TBC, 1%
celuloza bacteriana si 3% NaCl.

3. Compozite polimerice conform revendicarea 1, caracterizate prin aceea ca sunt
constituite din amestecuri formate din procente in greutate de 79% PHB, 16% TBC, 2%
celuloza bacteriana si 3% NaCl.

4. Procedeul de obtinere a compozitelor polimerice, caracterizat prin aceea ca mai
intai se realizeaza un amestec fizic intre pulberea de PHB si plastifiantul TBC, care se lasa
circa 4 h la maturare si apoi amestecarea componentilor are loc in topitura, in plastograful
Brabender, la o temperatura de 170...180°C, timp de 10...12 min, cu o viteza a snecurilor de
40...60 rpm, iar ca agent porogen se utilizeaza 3% NaCl de uz farmaceutic.
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