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Invenţia se referă la biocompozite polimerice pentru aplicaţii în ingineria ţesutului1

osos pe bază de fibroină din mătase naturală şi nanoparticule magnetice şi la un procedeu

de laborator de obţinere a acestora.3

Se cunosc din literatura de specialitate compozite polimerice pentru aplicaţii în

ingineria ţesutului osos [1-10]. Aceste sisteme combină sisteme polimerice naturale sau5

sintetice cu materiale de tip hidroxiapatită, particule magnetice, grafene sau nanotuburi de

carbon pentru obţinerea unor scaffold-uri cu proprietăţi similare cu ale osului ce ar putea7

deveni o alternativă viabilă la grefele existente pe piaţă.

Nevoia de a reconstrui osul chirurgical a crescut în utimii ani odată cu îmbătrânirea9

populaţiei dar şi cu creşterea accidentelor care duc la traume serioase ale oaselor [11]. Deşi

modalităţile actuale de tratament pentru defectele osoase includ autogrefe, alogrefe sau os11

artificial toate acestea ridică probleme legate de siguranţă, performanţă şi disponibilitate. Se

pune astfel problema de a dezvolta materiale inovative pentru os cu bune proprietăţi meca-13

nice, structura şi porozitate controlate, biocompatibilitate ridicată, biodegradabilitate şi pro-

prietăţi osteoconductoare şi osteoinductoare [11]. Autogrefele sunt încă văzute ca materiale15

optime pentru reconstrucţie în lipsa unor materiale sintetice care să le depăşească în perfor-

manţe. Totuşi, în ortopedie, cererea de materiale sintetice poate fi completată prin folosirea17

unor structuri compozite. În acest fel este posibilă simularea structurilor organismelor vii cum

ar fi osul, cartilajul sau dinţii cu ajutorul compozitelor.19

Se cunosc din brevetul US 8614189 B2 scaffold-uri compozite pe bază de polimeri

biodegradabili (PLGA) de tip microsfere şi nanotuburi de carbon cu bună biodegradabilitate21

şi proprietăţi mecanice îmbunătăţite. Acest brevet descrie metoda de obţinere a acestor

sisteme compozite, dar şi un procedeu de reparare a defectelor osoase cu aceste scaffold-23

uri. Procedeul constă în umplerea defectului sau a zonei cu defect osos cu un material com-

pozit biocompatibil care să conducă în final la regenerare osoasă în zona afectată.25

Într-un alt document, US 20110307073 A1 sunt prezentate scaffold-uri bioresorbabile

pentru repararea osului şi a ingineria oaselor lungi. Scaffold-urile sunt poroase şi conţin27

canale multiple. Acestea sunt realizate din straturi de mese micro-filamentare pe bază de

policaprolactonă (PCL) sau un compozit de policaprolactonă. Acest material compozit are29

un canal central ce poate fi umplut sau încărcat cu agenţi bioactivi şi posedă proprietăţi

mecanice adecvate pentru ingineria osului. Viteza mică de degradare a scaffold-ului 3D este31

suficientă pentru a îşi menţine integritatea structurală şi proprietăţile mecanice în timpul

procesului de remodelare.33

Se cunoaşte şi din documentul EP 1426066 A4 un produs de tip scaffold pentru

ingineria ţesutului osos uman. Acesta este constituit din microparticule bioactive care pot35

duce la regenerarea osoasă dorită. Este propus un compozit pe bază de polimer organic şi

siliciu, calciu şi fosfor (ca substanţe bioactive) cu structură tridimensională ce mimează osul37

uman. Compozitul poate fi folosit în siguranţa şi cu costuri reduse pentru repararea defecte-

lor osoase rezultate în urma traumelor sau accidentelor. Brevetul de faţă descrie şi metodele39

pentru prepararea acestor scaffold-uri.

Un alt document, US 6103255 A propune scaffold-uri polimerice poroase pentru41

ingineria tisulară. În acest caz se obţin materiale poroase pe bază de polimeri biodegradabili

(polihidroxialcanoaţi, policaprolactone, policarbonaţi etc) ca fază continuă având o distribuţie43

bimodală interconectată a dimensiunii porilor deschişi (50-500 microni cei mari şi sub

20 microni cei mici). Documentul evidenţiază şi metodele de obţinere a acestor sisteme45

poroase interconectate.
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Cererea de brevet internaţională WO 2014152113 A3 se referă la implanturi osoase 1

pe bază de materiale compozite poroase ce conţin sticlă (material ceramic) şi polimeri pentru
o mai bună manipulare. Astfel de materiale implantabile pot fi folosite cu succes în tratarea 3

defectelor osoase prin stimularea osteoinducţiei.
Ca o concluzie putem afirma că există cereri de brevet şi brevete de invenţie ce pro- 5

pun utilizarea materialelor compozite polimerice pentru managementul ţesutului osos, dar
se remarcă lipsa informaţiilor brevetate în domeniul compozitelor cu conţinut de nanaopar- 7

ticule magnetice în această direcţie.
De asemenea, există şi articole în domeniu, ca de exemplu C. Zaharia s.a., 9

Development of novel silk fibroin-magnetite biocomposites for tissue engineering, 20th
International Conference on Composite Materials Copenhagen, 19-24th July 2015, articol 11

în care se prezintă obţinerea unui biocompozit din fibroină şi nanoparticule magnetice pentru
aplicaţii medicale, şi Zi-Heng LI ş.a., Silk fibroin-based scaffolds for tissue engineering, Front. 13

Mater. Sci. 2013, 7(3): 237–247, articol în care se prezită obţinerea unui material compozit
pe bază de fibroină şi diverşi polimeri pentru utilizare medicală. 15

Problema tehnică pe care o rezolvă invenţia constă în obţinerea unei compozite pe
bază de fibroină din mătase naturală şi nanoparticule magnetice de magnetită care prezintă 17

caracteristici fizico-mecanice şi biologice adecvate utilizării în ingineria tisulară osoasă şi la
un procedeu de obţinere a acestora. 19

Biocompozitele polimerice pentru aplicaţii în ingineria ţesutului osos pe bază de
fibroină din mătase naturală şi nanoparticule magnetice de magnetită, conform invenţiei, sunt 21

constituite din amestecuri formate din 10...50% fibroină din mătase naturală, 90...50% poli(2-
hidroxietil metacrilat) şi 1% magnetită faţă de amestecul iniţial, procentele fiind volumetrice. 23

Procedeul de obţinere a biocompozitelor polimerice conform invenţiei, constă din
dispersarea nanoparticulelor de magnetită în fibroină, prin ultrasonare timp de 1 h, urmată 25

de adăugarea unei soluţii de monomer, iniţiator şi agent de reticulare, 2-hidroxietil metacrilat,
persulfat de potasiu şi etilenglicol dimetacrilat, rezultând un amestec care se toarnă şi se 27

formează în matriţe la o temperatură de 60/C, la presiune atmosferică, timp de 4 zile,
rezultand un material cu bună biocompatibilitate celulară şi cu abilitate de formare de 29

hidroxiapatită în soluţii de Ca şi P prin protocolul de cicluri alternante
Avantajele acestor tipuri de materiale se referă la biocompatibilitate ridicată 31

evidenţiată prin teste pe linii celulare de şoarece şi la abilitatea ridicată de a stimula formarea
de hidroxiapatită în soluţii de Ca şi P (protocol cicluri alternante). 33

Avantajele ce decurg din aplicarea invenţiei se referă Ia obţinerea unor biocompozite
pe bază de proteine, polimeri sintetici şi particule de magnetită ce pot oferi un suport pentru 35

ţesutul osos afectat în urma unor traumatisme sau afecţiuni specifice. Aceste tipuri de
materiale cu biocompatibilitate înaltă ar putea fi folosite pentru repararea defectelor osoase, 37

acestea având capacitatea de a stimula formarea de hidroxipatită, componenta de bază a
ţesutului osos (demonstrată momentan la nivel in vitro). 39

Biocompozitele obţinute în cadrul invenţiei prezintă proprietăţi fizico-chimice,
macanice şi biologice adecvate, ceea ce le poate recomanda pentru obţinere de scaffold-uri 41

în domeniul tratării defectelor osoase. Invenţia de faţă oferă o soluţie simplă şi economică
pentru obţinerea de compozite polimerice cu structura 3D interconectată, cu proprietăţi fizico- 43

mecanice şi biologice îmbunătăţite şi capacitate de a stimula formarea de hidroxiapatită în
medii simulate. 45

Dezvoltarea continuă a tehnologiei din ultimii ani a atras după sine o schimbare de
direcţie în domeniul cercetării ştiinţifice. Dacă în urmă cu două decenii activitatea de cerce- 47

tare avea ca punct de interes materialele sintetice, de origine fosilă, în prezent grija pentru
mediu şi pentru sănătatea umană orientează cercetătorii spre materiale naturale, care 49
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prezintă o toxicitate scăzută, sau chiar absentă, în funcţie de domeniul de utilizare. În acelaşi1

timp, nevoia de aplicaţii din ce în ce mai numeroase ale materialelor necesită proprietăţi
complexe ale acestora şi o performanţă ridicată, iar în acest caz s-a demonstrat că originea3

acestora are un rol important: materialele de origine naturală posedă proprietăţi fizice şi
chimice greu, sau imposibil de reprodus prin sinteză.5

Mătasea naturală este una dintre cele mai vechi fibre cunoscute, folosite în domenii
diferite. Versatilitatea acesteia a transformat-o într-un candidat excelent în domeniul medical,7

începând cu suturile chirurgicale. Fiind compusă din fibroină şi sericină, două proteine cu
proprietăţi pe cât de diferite, pe atât de complementare, mătasea prezintă un interes deosebit9

pentru cerectători în prezent, într-o continuă ascensiune. Fibroina reprezintă un material ce
se pretează foarte bine domeniului biomedical datorită rezistenţei mecanice superioare în11

stare umedă, bicompatibilităţii acesteia, permeabilităţii pentru oxigen şi vaporii de apă,
precum şi rezistenţei ridicate la degradarea enzimatică. Datorită acestor beneficii, aplicaţiile13

în domeniul medical au fost sugerate pentru suturi chirurgicale, cosmetică, imobilizarea enzi-
melor, acoperirea rănilor, substrat pentru culura celulară medicamente cu eliberare contro-15

lată şi schelet pentru ingineria ţesuturilor [12-14].
Fibroina poate fi utilizată la realizarea diferitelor tipuri de pansamente în chirurgie,17

deoarece accelerează procesul de vindecare a rănilor şi arsurilor şi pot fi uşor îndepărtate
fără a deteriora ţesutul nou format [15,16]. Fibroina simplă sau modificată chimic cu funcţiuni19

COOH sau OH serveşte la obţinerea unor compozite hidroxiapatita-fibroina folosite ca os
artificial. Prin dizolvare în anumiţi solvenţi şi reconstituire prin precipitare fibroină poate fi21

prelucrată în filme: geluri, pudre, spume sau chiar tuburi, având pereţii poroşi pentru înlocui-
rea vaselor de sânge. Din soluţie se pot obţine microparticule pentru eliberarea controlată23

de principii active sau suporturi de diferite forme pentru culturi de celule pentru studii ori în
vederea reconstrucţiei diferitelor ţesuturi.25

Fibrele de mătase naturală prezintă proprietăţi care pot concura cu cei mai avansaţi
polimeri sintetici, dar spre deosebire de aceştia, se obţin în condiţii mai puţin dure, din materii27

prime regenerabile şi sunt materiale biodegradabile. De foarte mulţi ani aceste fibre au
aplicaţii în industria textilă de lux, urmate mai apoi de utilizări industriale şi biomedicale. Pro-29

prietăţile mătăsii naturale se datorează legăturilor de hidrogen extinse, naturii hidrofobice a
proteinei şi a cristalinităţii însemnate.31

Mătasea este un material insolubil în majoritatea solvenţilor, inclusiv apa, soluţii
diluate de acizi sau baze, însă este solubilă într-un număr limitat de solvenţi precum soluţiile33

apoase de săruri de litiu (LiBr, LiSCN), NaSCN sau sistemele CaCl2/H2O/EtOH şi
Ca(NO3)2/MeOH. Modulul de elasticitate al mătăsii produse de Bombyx mori este cuprins35

între 15-17 GPa, iar rezistenţa la tracţiune variază între 610-690 MPa.
Fibrele de mătase prezintă o stabilitate termică bună până la temperatură de 200/C.37

Sub 140/C nu se constată modificări chimice, iar la temperaturi de peste 200/C încep să se
formeze gaze (CO, CO2, NH3) prin degradarea grupărilor laterale ale aminoacizilor.39

Magnetita este un mineral din grupa oxizilor de fier cu formula chimică Fe3O4, ce
prezintă proprietăţi feromagnetice, fiind oxidul de fier cel mai rezistent faţă de acizi şi baze.41

Ionul de fier din mineral poate fi fier bivalent sau trivalent. Magnetita are duritatea pe scara
lui Mohs de 5,5-6,5, culoare neagră şi un luciu mat, metalic. Magnetita este cunoscută cel43

mai mult pentru proprietatea sa de a fi puternic atrasă de magneţi. Unele forme de magnetită
din localităţi specifice sunt singurele minerale care acţionează ca un magnet natural.45

Nanoparticulele de magnetită au un rol foarte important într-o gama largă de aplicaţii
datorită proprietăţilor precum caracterul super paramagnetic, antimicrobian şi non-citotoxic,47

susceptibilitatea magnetică ridicată, biocompatibilitatea, favorizarea adeziunii celulare,
stimularea formării hidroxiapatitei în organism [17].49
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Cercetările recente în domeniul ingineriei osului cer dezvoltarea unor materiale care 1

nu numai că ar trebui să înlocuiască osul, dar să şi regenereze ţesutul afectat pe baza unor
stimuli externi/interni. Materialele magnetice în scaffold-uri osoase sunt considerate un factor 3

de stimulare a vindecării osoase, în special când terapia este însoţită de o stimulare
magnetică externă [18]. Multe studii au fost orientate pe materiale compozite şi a treia com- 5

ponentă de tip gelatină [19], acid polilactic [20], collagen [21], nanoparticule de argint,
nanotuburi de carbon şi carboximetil celuloză. Magnetita este un element important în com- 7

pozite biodegradabile cu aplicaţii ca biosenzori, imagistică medicală, hipertermia etc. Nano-
particule de ferită acoperită cu hidroxiapatită sunt unele din cele mai promiţătoare materiale 9

cu magnetizare rapidă în prezenţa câmpului magnetic [22, 23]. O lucrare recentă arată că
prezenţa oxidului de fier în hidroxiapatită poate îmbunătăţi radio-opacitatea şi proliferarea 11

osteoblastelor [24]. HA dopată cu Fe3O4 prezintă solubilitate crescută în soluţii fiziologice în
comparaţie cu hidroxiapatita simplă [25]. 13

În concluzie, plecând de la datele de literarură existente la ora actuală, propunerea
de faţă se referă la prepararea unor biomateriale compozite pe bază de polimeri naturali bio- 15

compatibili (fibroină din mătase naturală), polimeri sintetici (poli(2-hidroxietil metacrilat) şi
nanoparticule magnetice ca scaffold-uri biocompatibile pentru ingineria ţesutului osos. Cere- 17

rea evidenţiază metoda de prepare a acestor compozite cu compoziţii variate, metode de
caracterizare fizico-chimică şi mofologică, teste de biomineralizare în soluţii ce mimează 19

plasma sangvină şi teste biologice pe linii celulare specifice privind biocompatibilitatea
acestora. 21

În continuare se vor da exemple de realizare a invenţiei şi se vor descrie materialele
folosite în studiu experimental cât şi metodele alese pentru prepararea şi caracterizarea 23

materialelor compozite propuse în cadrul invenţiei. Exemplele şi descrierile se fac în
concordanţă cu figurile care reprezintă: 25

- fig. 1, dispersarea MAG în amestecul iniţial;
- fig. 2, dispozitiv de obţinere a biocompozitelor SF/PHEMA/MAG; 27

- fig. 3, materiale compozite pe bază de fibroină/PHEMA cu şi fără magnetită;
- fig.4, spectre RAMAN comparative pentru magnetită, biomateriale SF10/ PHEMA90/ 29

MAG şi martor SF10/PHEMA90;
- fig. 5, microfotografii SEM pentru materiale (a) SF10/PHEMA70/MAG1%, (b) 31

SF30/PHEMA70/MAG1% şi (c) SF50/PHEMA50/MAG1%;
- fig. 6, spectre EDAX pentru materiale (a) SF10/PHEMA90/MAG1%, (b) 33

SF30/PHEMA70/MAG1% şi (c) SF50/PHEMA50/MAG1%;
- fig. 7, imagini TEM/HRTEM pentru compozite pe bază de SF50/PHEMA50/MAG1%; 35

- fig. 8, spectru EDAX pentru materiale SF10/PHEMA90/MAG1%;
- fig. 9, difractograme XRD pentru SF/PHEMA/MAG: peak-uri - 35,67/ deplasat la 37

35,72/ pentru SF/PHEMA, 10/90; la 35,85/pentru SF/PHEMA, 30/70 şi la 35,62/pentru
SF/PHEMA, 50/50; 39

- fig. 10, microfotografii SEM cu cristale de Hap pe suprafaţa materialelor
SF/PHEMA/MAG: 10/90, 30/70 şi 50/50; 41

- fig. 11, imagini de microscopie de fluorescenţă în care se pot observa celule vii
(fluorescenţă verde) şi moarte (fluorescenţă roşie) cultivate 2 zile în contact cu sistemele 3D 43

pe bază de fibroină şi PHEMA (50/50), cu şi fără magnetită, cu şi fără câmp magnetic.
 Materiale şi Metode 45

Materialele folosite în vederea intocmirii prezentei cereri de brevet au fost urmă-
toarele: coconi de mătase Bombyx mori, nanoparticule de magnetită (MAG, obţinută în 47

laborator), 2-hidroxietil metacrilat (HEMA, SIGMA), agenta de reticulare etilenglicol
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dimetacrilat (EGDMA, SIGMA-ALDRICH), sisteme de iniţiere: persulfat de potasiu cu inţiere1

termică la 60/C, alte substanţe folosite: apă distilată, bromura de litiu (Sigma-Aldrich),
membrane de dializă.3

Fibrele de mătase sunt alcătuite din două proteine diferite: o proteină structurală
interioară denumită fibroină şi stratul de ceară protector denumit sericină. Acestea au o5

structură de tip miez-teacă, arătând că mătasea este formată din două filamente de fibroină
care sunt acoperite cu sericină. Fibroina este compusă dintr-o secvenţă repetitivă de amino-7

acizi: glicina, alanina şi serina, nefiind solubilă în apă.
Magnetita (Fe3O4) a fost preparată prin metoda coprecipitării pornind de la clorura9

ferică (FeCl3), sulfura de fier heptahidratat (FeSO4 @ 7H2O) şi hidroxid de amoniu (NH4OH).
Clorura ferică a fost dizolvată în apă la temperatura camerei pentru a se obţine o soluţie11

clară. La soluţia astfel obţinută se adaugă sulfura de fier la temperatura camerei, sub agitare
magnetică. Soluţia amestec obţinută este apoi introdusă într-o soluţie apoasă de hidroxid de13

amoniu. Precipitatul de Fe3O4 se separă din mediul de reactivi cu ajutorul unui magnet
puternic şi se spală de mai multe ori cu alcool etilic şi apă distilată până când se atinge un15

pH neutru (pH = 7) în mediul de spălare. După spălare, precipitatul de Fe3O4 este uscat în
etuva, la 60/C, timp de 12 h. Poli(2-hidroxietil metacrilatul) (PHEMA) este de asemenea un17

polimer biocompatibil, netoxic, format din unităţi repetitive de 2-hidroxietil metacrilat (HEMA),
un monomer cu masă moleculară 130,14 g @ molG1, cu următoarele proprietăţi fizice: lichid19

incolor, densitate 1,07 g/cm3, punct de topire -99/C, punct de fierbere 213/C, presiune de
vapori 0,08 hPa.21

Monomerul poate fi polimerizat sau copolimerizat fără dificultate (ca majoritatea
polimerilor metacrilici), iar funcţiunile alcoolice primare permit formarea de derivaţi HEMA cu23

legătură dublă neschimbată. Polimerul permite la rândul sau asemenea substituţii, ceea ce
conduce la formarea unei game largi de derivaţi PHEMA pentru aplicaţii în majoritatea25

ramurilor medicale (oftalmologie, chirurgie, lentile de contact, ortopedie etc).
Etilenglicol dimetacrilatul (EGDMA) este un monomer lichid incolor, cu masa molară27

de 198,22 g @ molG1 folosit ca intermediar în producţia polimerilor în industria chimică, inclusiv
pentru a crea compozite HAP/PMMA şi ca agent de reticulare pentru 2-hidroxietil metacrilat.29

Persulfatul de potasiu (KP) este un compus anorganic solid şi alb, foarte solubil în
apă, cu formula chimică K2S2O8 şi masa moleculară 270,322 g @ molG1. Totodată, această31

sare este un puternic antioxidant folosit în mod uzual în iniţierea polimerizărilor radicalice.
Metoda obţinerii fibroinei din coconi de mătase Bombyx mori33

Coconii de mătase din viermi Bombx mori sunt supuşi unui proces de degomare
pentru a îndepărta sericina din suprafaţa fibrelor de mătase. Acest proces constă în35

mărunţirea coconilor şi fierberea acestora pentru 30 min într-o soluţie de carbonat acid de
sodiu (NaHCO3, 0,05%) în care s-a adăugat un agent tensioactiv (dodecilsulfat de sodiu).37

Acest ciclu se reia de 3 ori în vederea purificării avansate a fibroinei. Fibrele de fibroină
degomate sunt uscate în etuvă la o temperatura de 40-45/C timp de 24 h.39

Obţinerea soluţiei de fibroină:
Datorită gradului mare de cristalinitate şi a legăturilor de hidrogen, fibroina este41

insolubilă în majoritatea solvenţilor cunoscuţi. Totuşi, fibroina se dizolvă în soluţii de bromura
de litiu concentrate sau în amestecuri precum cel de CaCl2/CH3CH2-OH/H2O.43

Obţinerea soluţiei de fibroină rezultă prin dizolvarea fibroinei în soluţie apoasă de LiBr 10 M,
la temperatura de 55-60/C, timp de 8 h, evitându-se degradarea acesteia (fibroina se45

degradează la aproximativ 190/C). Soluţia rezultată este apoi filtrată pe hârtie de filtru cutat
pentru îndepărtarea impurităţilor şi dializată timp de 5 zile pentru înlăturarea ionilor rezultaţi.47
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Dializa şi păstrarea soluţiei rezultate se operează la frigider pentru a putea fi utilizată 1

ulterior deoarece această soluţie este metastabilă şi poate precipita. Concentraţia finală a
soluţiei de fibroină a fost 3%. 3

Obţinerea biocompozitelor pe bază de fibroină din mătase naturală şi nanoparticule
magnetice (protocol de lucru): 5

Procedeul de lucru constă în dispersarea nanoparticulelor de magnetită în soluţie de
fibroină prin ultrasonicare timp de 1 h, urmată de adăugarea unei soluţii de monomer, iniţiator 7

şi agent de reticulare (2-hidroxietil metacrilat, persulfat de potasiu şi etilenglicol dimetacrilat)
(fig. 1). 9

Aceste amestecuri cu compoziţii diferite sunt turnate/injectate în matriţe de cauciuc
(forma pătrată) la o temperatură de 60/C, presiune atmosferică, timp de patru zile pentru 11

întărire. Au fost obţinute biocompozite cu rapoarte variate între soluţia de fibroină şi cea de
monomer: SF/PHEMA, 10/90, 30/70, 50/50 (pentru exemplificare). Concentraţia magnetitei 13

(MAG) în soluţia inţială a fost menţinută constantă pentru toate cazurile (1% faţă de ames-
tec). Au fost obţinute şi loturi martor fără nanoparticule de magnetită prin acelaşi protocol. 15

Dizpozitivul de obţinere a biocompozitelor este alcătuit din două placi de sticlă şi o
matriţă de cauciuc dispuse în format sandwich, prinse cu cleme pentru ermetizare (fig. 2). 17

Caracterizarea fizico-chimică şi morfologică a biocompozitelor SF/PHEMA/MAG:
Analiza spectroscopică Raman a fost realizată pe un dispozitiv LabRAM HR Evolution 19

de la Horiba (Jobin Yvon).
Analiza prin difracţie de raze X (XRD) a fost realizată cu ajutorul unui difractometru 21

Panalytical X'PERT MPD, în domeniul 22 = 10-80. Un fascicul de raze X caracteristic
radiaţiei Cu K" a fost utilizat (8 = 1,5418 Å). 23

Analiza prin microscopie electronică de baleiaj (SEM) a fost efectuată cu un
echipament SEM QUANTA INSPECT F cu tun de emisie (FEG) cu rezoluţia de 1,2 nm şi cu 25

EDS. Probele au fost acoperite în prealabil cu nanoparticule de aur în vederea asigurării
conductivităţii. Analiza TEM a fost realizată cu un microscop electronic de transmisie de ultra 27

rezoluţie (HR-TEM) TECNAI F30 G2 S-TWIN operat la 300 kV echipat cu EDAX.
Evaluarea comportamentului la biomineralizare a compozitelor cu magnetita prin 29

imersare în soluţii alternante de calciu şi fosfor:
Tetsushi Taguchi şi colaboratorii săi [26, 27] au arătat că se pot forma in vitro in/pe 31

o matrice polimerică de tip hidrogel structuri de tipul os-apatita la temperaturi şi presiuni
normale folosindu-se metoda ciclurilor alternante. 33

Metoda ciclurilor alternante este un proces care implică imersarea alternanta a
probelor în două soluţii: o soluţie apoasă de CaCl2/tris(hidroximetil)aminometan (Tris) şi HCl 35

concentrat (pH = 7,4), soluţie Ca 200 mM; o soluţie apoasă de Na2HPO4 120 mM. Probele
cu şi fără nanoparticule magnetice au fost imersate pe rând în cele două soluţii timp de 4 37

zile. La final, probele au fost spălate cu apă distilată, uscate şi supuse investigaţiilor
morfologice prin analiza SEM. 39

Evaluarea biocompatibilităţii biomaterialelor pe linii celulare specifice:
În acest studiu au fost utilizate pre-osteoblaste de şoarece, aparţinând liniei celulare 41

MC3T3-E1, tulpina C57BL/6. Celulele MC3T3-E1 au fost cultivate în mediu de cultură
Dulbecco's modified Eagle's Medium low glucose (DMEM lg) (Sigma-Aldrich, cod D2902), 43

suplimentat cu 3,5 g glucoză, 1,5 g NaHCO3, 1% antibiotic-antimicotic (ABAM) (Sigma-
Aldrich, cod A5955) şi 10% ser fetal bovin (SFB) (Gibco, cod 10106-151). Incubarea s-a 45

realizat la 37/C, într-o atmosferă umedă de 5% CO2, iar mediul de cultură a fost schimbat
la fiecare trei zile. 47
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Pentru multiplicare, celulele MC3T3-E1 ajunse la confluenţa au fost desprinse de pe1

substrat cu o soluţie de 2,5% tripsina - 0,53 mM EDTA şi recultivate la o densitate celulară

inferioară.3

Realizarea bioconstructului de tip celule/suport:

Celulele MC3T3-E1 au fost desprinse de pe suprafaţa de cultură, numărate într-o5

cameră de numărare Burker-turk şi centrifugate, timp de 10 min, la 420 g. În paralel,

hidrogelurile au fost sterilizate prin expunere la UV câte 12 h pe fiecare faţă şi apoi gonflate7

în tampon tampon PBS, suplimentat cu 1% ABAM, la 4/C, timp de 24 h.

Sedimentul celular obţinut după centrifugare a fost reluat în mediu de cultură astfel9

încât, pe suprafaţa fiecărui suport steril a fost distribuit un volum de 150 :L suspensie

celulară care conţine 106 celule. După însămânţare, suporturile nu au fost mişcate timp de11

30 min pentru aderarea celulelor la material. În final a fost adăugat mediul de cultură şi

sistemele celule-suport au fost incubate în condiţii standard de cultivare în vederea realizării13

experimentelor propuse.

Câmpul magnetic la care au fost expuse probele a fost generat magneţi de15

Neodymium N35 plasaţi sub bioconstructele 3D şi a avut o intensitate de 120 mT.

Evaluarea viabilităţii celulelor în contact cu scaffold-urile - Testul Live/Dead:17

Viabilitatea celulelor MC3T3-E1 a fost evaluată calitativ prin microscopie de fluorescenţă

după 2 zile de la însămânţare. Acest test a fost realizat prin marcarea fluorescentă a19

celulelor vii şi moarte cu ajutorul kitului LIVE&DEAD (Invitrogen, cod L3224). Kitul conţine

două componente cu ajutorul cărora se pot evidenţia celulele în fluorescenţă:21

- Calceina AM - o substanţă nefluorescentă, permeabilă pentru membrana celulară,

care odată ajunsă în citoplasmă, este convertită de esteraze într-un compus cu o23

fluorescenţă intensă (calceina). Acest compus, cu o fluorescenţă verde (ex/em: ~ 495 nm/~

515 nm), este foarte bine reţinut în celulele vii;25

- Bromura de etidiu - un compus care pătrunde în celule doar în cazul în care

membrana este deteriorată şi se leagă de acizii nucleici, producând o fluorescenţă puternică,27

roşie (ex/em: ~ 495 nm/~ 635 nm).

Protocolul de lucru pentru aceste studii a constat în aspirarea mediului de cultură şi29

spălarea sistemelelor 3-D celule-suport cu tampon PBS pentru îndepărtarea urmelor de SFB.

Probele au fost apoi incubate, la temperatura camerei, la intuneric, 15-20 min cu soluţia de31

colorare preparată în prealabil conform indicaţiilor din kit (2 :M Calceina AM şi 4 :M

Bromura de etidiu în mediu fără SFB). După expirarea timpului, structurile au fost aşezate33

pe o lamă de microscop şi inspectate în fluorescenţă, la microscopul Olympus IX 73.

Rezultate obţinute în cadrul acestor experimente:35

1. Obţinerea biocompozitelor pe bază de fibroină şi nanoparticule magnetice

În cadrul cererii de brevet au fost obţinute materiale compozite pe bază de fibroină,37

poli(2-hidroxietilmetacrilat) şi nanoparticule magnetice (1% faţă de amestecul iniţial) cu

diferite compoziţii pentru exemplificare: SF/PHEMA 10:90, 30:70, 50:50 (rapoarte volume-39

trice între soluţiile de fibroină şi HEMA), dar şi probele martor prezentate în fig. 3 de mai jos.

2. Caracterizarea biocompozitelor prin spectrometrie RAMAN41

Materialele pe bază de fibroină/PHEMA şi nanoparticule magnetice au fost carac-

terizate din punct de vedere fizico-chimic prin tehnica spectroscopiei Raman. Rezultatele43

sunt evidenţiate în fig. 4 unde se poate observa prezenţa peak-ului caracteristic magnetitei

în sistemul compozit SF/PHEMA/MAG de la 673 cmG1 deplasat către 668/703 cmG1.45
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3. Caracterizarea morfologică a biocompozitelor (analize SEM/TEM) 1

Imaginile SEM şi spectrele EDAX pe toate compoziţiile studiate evidenţiază faptul că

magnetita s-a dispersat relativ uniform în masă materialelor obţinute, în unele părţi concen- 3

traţia sa fiind mai mare. Zonele luminoase reprezintă zone cu concentraţie mare de magne-

tită (fig. 5.(a)-stanga), iar celelalte zone reprezintă suportul cu magnetită în concentraţii mai 5

mici.

De asemenea, s-a constatat că indiferent de raportul fibroină din mătase şi PHEMA, 7

modul de dispersie al magnetitei este acelaşi.
Imaginile TEM de ansamblu (fig. 7 sus) evidenţiază mult mai bine prezenta şi 9

dispersarea magnetitei în material. În imaginile TEM de detaliu (fig. 7 jos) de 20 nm se
observă nanoparticulele de magnetită individual, cu diamentrul cuprins între 7 şi 15 nm, iar 11

în cele de înaltă rezoluţie, de 2 nm, sunt evidenţiate planele de difracţie ale magnetitei.
Analizele EDAX (fig. 8) făcute în TEM şi prezentate mai jos confirmă de asemenea prezenţa 13

fierului în sistemele compozite rezultate.
4. Caracterizarea biomaterialelor compozite prin difracţie de raze X 15

Măsurătorile de difracţie de raze X au fost realizate atât pentru magnetită, cât şi
pentru sistemele compozite pe bază de fibroină, PHEMA şi magnetita şi este prezentată în 17

continuare (fig. 9). În difractograma de raze X pentru magnetita se identifică peak-urile sale
specifice, dintre care cele mai importante sunt la 22 = 30,28/, 35,67/, 43,36/ şi la 57,36/. 19

Pentru toate difractogramele XRD ale materialelor, se observă prezenţa peak-ului de la
35,67/ cel mai pronunţat, deplasat în funcţie de compoziţie. Totodată, majoritatea peak-urilor 21

magnetitei se regăsesc în structura biocompozitelor.
5. Evaluarea capacităţii de biomineralizare a compozitelor obţinute 23

Protocolul aleas pentru biomineralizarea materialelor a fost metoda ciclurilor
alternante. Aceasta presupune prepararea unei soluţii de clorură de calciu, imersarea 25

probelor în soluţie timp de 24 h, spălarea lor cu apă şi imersarea în soluţie Na2HPO4 pentru
încă 24 h, în două cicluri alternante (durată test patru zile). Testul a fost realizat la 37/C şi 27

presiune atmosferică. În vederea evidenţierii cristalelor de hidroxiapatită, au fost efectuate
caracterizări morfologice SEM pentru materialele supuse metodei ciclurilor alternante, iar 29

rezultatele acestora sunt prezentate în microfotografiile SEM de mai jos (fig. 10). Rezultatele
SEM evidenţiază prezenţa uniformă a cristalelor de hidroxiapatită pe toată suprafaţa 31

compozitelor cu magnetită testate. Prin teste comparative pe materiale fără magnetită, se
remarcă rolul benefic al magnetitei în procesul de biomineralizare. 33

6. Teste de biocompatibilitate pentru materialele compozite pe bază de fibroină/
PHEMA şi magnetită 35

Imaginile de microscopie arată că celulele au aderat la biomaterialele studiate,
indiferent de compoziţie. Totuşi, distribuţia celulelor pare a fi organizată diferit în funcţie de 37

prezenţa sau absenţa magnetitei în compoziţia biomaterialului. Astfel, în cazul compoziţiilor
fără magnetită, celulele s-au distribuit într-un monostrat uniform, iar în prezenţa magnetitei 39

celulele au prezentat o distribuţie mai grupată. Acestă observaţie poate fi de folos în cazul
în care se doreşte controlarea distribuţiei celulelor în biomaterial. În ceea ce priveşte, 41

viabilitatea, majoritatea celulelor au fost marcate cu calceină, ceea ce indică faptul că ele au
supravieţuit pe respectivele suporturi. 43

Pe baza rezultatelor obţinute în urma realizării acestor studii se pot formula
următoarele concluzii: 45

- au fost obţinute compozite pe bază de fibroină din mătase naturală şi nanoparticule
magnetice cu compoziţii variate (3 compoziţii propuse); 47
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- compozitele obţinute au fost caracterizate prin spectrometrie RAMAN şi difracţie de1

raze X iar caracterizarea morfologică prin analize SEM şi TEM;
- au fost realizate teste de biomineralizare pentru materialele obţinute prin metoda3

ciclurilor alternante (protocol T. Taguchi) ce au condus la rezultate pozitive, în sensul
stimulării formării de hidroxiapatită pe suprafaţa materialelor;5

- a fost evaluată biocompatibilitatea biomaterialelor pe linii celulare specifice prin teste
de viabilitate Live/Dead şi microscopie confocală ce demonstrează că toate celulele au7

aderat la biomaterialele studiate;
- materialele compozite rezultate prezintă potenţiale aplicaţii biologice şi medicale de9

tip scaffold-uri pentru ingineria ţesutului osos.
În concluzie, scopul şi obiectivele cererii de brevet au fost îndeplinite, acesta11

contribuind Ia dezvoltarea cunostiinţelor în domeniul obţinerii şi utilizării biomaterialelor cu
proprietăţi îmbunătăţite pentru ingineria ţesuturilor prin sinteza scaffold-urilor pe bază de13

mătase naturală, polimeri sintetici şi nanoparticule de magnetită pentru ingineria ţesutului
osos.15

17
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Revendicări 1

1. Biocompozite polimerice pentru aplicaţii în ingineria ţesutului osos pe bază de 3

fibroină din mătase naturală şi nanoparticule magnetice de magnetită, caracterizate prin

aceea că, sunt constituite din amestecuri formate din 10...50% fibroină din mătase naturală, 5

90...50% poli(2-hidroxietil metacrilat) şi 1% magnetită faţă de amestecul iniţial, procentele
fiind volumetrice. 7

2. Procedeu de obţinere a biocompozitelor polimerice definite în revendicarea 1,

caracterizat prin aceea că, se dispersează nanoparticulele de magnetită în fibroină, prin 9

ultrasonare timp de 1 h, urmată de adăugarea unei soluţii de monomer, iniţiator şi agent de
reticulare, 2-hidroxietil metacrilat, persulfat de potasiu şi etilenglicol dimetacrilat, rezultând 11

un amestec care se toarnă şi se formează în matriţe la o temperatură de 60/C, la presiune
atmosferică, timp de 4 zile, rezultând un material cu bună biocompatibilitate celulară şi cu 13

abilitate de formare de hidroxiapatită în soluţii de Ca şi P prin protocolul de cicluri alternante.
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