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Prezenta inventie se referd la un procedeu de produ-
cere directd a structurilor de sustinere celulara prin
electrospinning realizat cu o instalatie cuprinzand un
colector de forma patrata sau octogonald, din otel
austenitic, avand pe margini o retea de fante, pe care
este plasat, pe rand, pe cele doua fete, un aranjament
unidirectional sau bidirectional, din fire de natura resor-
babild, reprezentdnd matricea. Matricea si firele sunt
din polimeri bioresorbabili diferiti, care asigura o durata
optim& de bioerodare si de mentinere a rezistentei
mecanice a membranelor rezultate. Din membranele
compozite astfel realizate se pot confectiona tuburi
pentru crestere 3D de tesuturi, prin lipirea pe sablon cu
polimerul dizolvat al matricei.
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Procedeu de obtinere a structurilor de sustinere celulari si materiale compozite destinate
ingineriei tesuturilor
Inventia are ca domeniu de aplicare ingineria tesuturilor, definitd prin ,,utilizarea materialelor
biodegradabile sintetice sau naturale, implantate cu celule vii dacd este necesar, pentru
regenerarea formei si / sau functiei unui tesut distrus sau bolnav sau a unui organ al unui pacient
uman” [1]. Procedeul si materialele compozite produse conform inventiei se refera la structuri din
polimeri biodegradabili care vor fi utilizate ca suport pentru cresterea celulard — structuri de

sustinere celulard (Scaffold — engl.).

Confectionarea structurilor de sustinere celulard este prima etapa tehnologicd in ingineria
tesuturilor. Acestea se obtin in special din polimeri bioresorbabili i se utilizeaza pentru asistarea

formarii in vitro de tesut artificial pornind, in general, de la celulele pacientului.

Structurile de sustinere celulard trebuie si prezinte o serie de caracteristici esentiale, atét la
nivelul materialului din care sunt confectionate, pentru realizarea unei atagari cit mai eficiente a
celulelor si pentru o bioeroziune controlatd, cét si la nivelul designului, pentru a se asigura
morfologia si proprietitile mecanice necesare. Astfel, porozitatea trebuie si fie cit mai mare,
avind rolul de a asigura respiratia si alimentarea cu nutrienfi a celulelor. Cea mai eficientd
metodd este utilizarea de textile netesute, care ating porozitafi peste 80%. De asemenea, fibrele
din materialul textil trebuie sa fie de dimensiuni mici (pani la ordinul micronilor), astfel incét

bioerodarea sa fie rapida iar atagarea celulelor si fie eficienta.

Prin macro si microstructura lor, structurile de sustinere celulara trebuie sa asigure, in functie de
tipul de aplicatie [1]: comunicarea celulid-celuld si maximizarea alimentirii celulelor cu nutrienti,
factori de crestere si agenti farmaceutici activi; incetinirea activititii celulare (de exemplu in
adeziunea indusa chirurgical); ghidarea tesutului (sporind raspunsul celulei individuale tinta si
inhiband raspunsul altor celule); sporirea atasamentului celular si activarea celulelor din stratul
urmator (de exemplu atagarea si proliferarea fibroblastelor si producerea de matrice extracelulara
pentru repararea dermei); intirzierea raspunsului biologic (de exemplu blocarea anticorpilor

impotriva celulelor homografe si xenografe utilizate in terapiile de inlocuire a organelor).
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Polimerii biodegradabili utilizati trebuie si indeplineasci o serie de cerinte: disponibilitate,
prelucrabilitate, proprietiti mecanice minime, toxicitate redusi sau neglijabila pentru produse de

degradare atét local, cét si sistemic[2].
Polimerii biodegradabili utilizati pentru scaffolds se clasifica in:

1. Polimeri naturali: colagen tip I, structuri colagenice de tip mitase, glicosaminoglicani,

citosan, polihidroxialcanati, etc.;

2. Polimeri sintetici: acizi poliglicolici, acizi polilactici, polidioxanona, policaprocaltona,

poli-ortoesterii, poliuretani, polianhidride, polifosfati, poli(amino acizi), pseudo-

poli(amino acizi), etc.

Acesti polimeri se degradeaza prin actiune enzimatica, transformandu-se din insolubili in solubili
in apd, dupd unul dintre mecanismele din Fig.1. Reactiile chimice pot determina ruperea
legaturilor dintre lanfurile polimerice (Mecanism I), scindari ale lanturilor laterale forméndu-se
grupari polare sau grupéri polarizate (Mecanism II), sau ruperi ale legaturilor dintre unititile

polimerice repetitive (Mecanism III) [2].

insohabil in api
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Mecanismele degraddrii chimice [2]

Factorii principali care determind viteza de bioerodare sunt: stabilitatea chimica a catenei
principale, hidrofobicitatea, morfologia polimerului, greutatea moleculara inifiald a polimerului,
procesul de fabricatie, prezenta catalizatorilor, aditivilor sau plastifiantilor. Desi susceptibilitatea
catenei principale este factorul cel mai important, combinatia celorlalte caracteristici contribuie
esential la viteza de bioerodare. Morfologia polimerilor influenteaza si ea viteza de bioerodare.
Acidul polilactic L si acidul polilactic D, L se degradeazi diferit. Desi au acelasi lant principal si
acelasi grad de hidrofobicitate, dispozitivele elaborate din acidul polilactic L tind sa se degradeze
mai lent decit cele elaborate din acidul polilactic D, L. Bioerodarea acidului polilactic L este mai
lenta din cauza semicristalinitatii acestui polimer stereoregular, in timp ce acidul lactic D, L,
optic inactiv (racemic), este amorf. Procesul de fabricatie determina intr-o oarecare masura si
profilul eroziunii. De exemplu, Mathiowitz si co-autorii (Mathiowitz et al., 1990) [2] au
demonstrat ca microsferele produse prin incapsularea topiturii erau foarte compacte si slab
erodate, In timp ce aceiasi polimeri elaborati ca microsfere prin evaporarea solventului erau
foarte porosi (deci mai permeabili la apd) si erodati mai rapid.

Polimerii naturali utlizati in prezent pentru scaffolds sunt:

1. Colagenul de tip 1

Colagenul este elementul principal al tesutului conectiv natural, proteini animalid fnsuméand
aproximativ 30 % din proteinele corpului uman [4][1]. Se giseste in orice tesut care necesitd
~ rezistenta si flexibilitate (exemplu piele, os). S-au identificat 14 tipuri de colagen dar colagenul
tip 1 este predominant. Din cauzé ca este atat de abundent (peste 90% din toate proteinele fibroase)

si datorita proprietitilor sale biologice si fizice, colagenul de tip 1 s-a utilizat foarte des in

L
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elaborarea materialelor biomedicale. Structura sa este compusa din: glicol — intr-o cantitate mica,

acesta fiind singurul amino acid care are loc in interiorul spiralei, prolini si hodroxiprolina [5].

2. Pinza de paianjen

Panza de padianjen este un material natural fibros utilizat frecvent datoritd rezilientei,
proprietatilor mecanice excelente, rezistentei la torsiune. Spre deosebire de alte fibre de mitase
obtinute de la alte insecte, cum ar fi de la viermii de matase, sau fatd de polimerii sintetici,
prezinti rezistentd mecanicad ridicatd si modul de elasticitate ridicat. Cu toate cid produsele
obtinute din acest material nu se comercializeaza datorita slabei productivititi, ele sunt folosite la
fabricarea tendoanelor artificiale si pentru suturile chirugicale nonalergene [5]. Comportamentul
panzei de paianjen este similar cu cel al materialelor cu memoria formei, cum ar fi al aliajului Ni-
Ti (Nitinol). Acest aliaj produce o curba de incircare — descércare aseminitaore cu cea a panzei
de paianjen. Singura diferenta este ca panza de paianjen revine singura la forma initiala, in timp
ce aliajul isi recapata forma doar prin incalzire [4]. Apa influenteazi In mare masura proprietatile
mecanice ale pinzelor de paianjen. In contact cu apa, unele fibre de panza de paianjen se
contractd, ajungind la jumatate din lungimea lor si isi dubleaza diametrul, fenomen numit ,,super
contractie” [6]. Acest fenomen implici absorbfia solventului de catre matase, deci sciderea

rigiditati.

3. Glicozaminoglicanii

Curpind dizaharide liniare, cu acid uronic (glucouronic) si o hexozamind. Cel mai des folosit,
acidul hialuronic, este o polizaharida anionici avand unititi de glucozamine si acid glicolic.
Acidul hialuronic poate fi izolat din surse naturale (coaja de cocos) sau prin fermentarea
microbiani. Este folosit ca biomaterial datoritd faptului ci nu este antigenic, nu provoaci
inflamatii si nici reactii de corp strain. Materialul are 1nsa si dezavantaje, cum ar fi: rezistenti
scdzuti in timp si proprietiti mecanice slabe. Glicozaminoglicanii sunt acizi, astfel sunt incarcati
~—~—negativ, atrigind ioni pozitivi, in special Na', care din punct de vedere osmotic atrag apa

conducind la transformarea moleculei intr-un gel. Glicozaminoglicanii ca condroitinul,
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dermatanul sau heparanul pot fi sintetizati intracelular, sulfatati, secretati si, de regula, sunt legati

covalent in proetoglicani. Sunt cu mult mai mici decét acizii hialuronici [7].

4. Chitosanul

Acesta este o polizaharida biosinteticd derivatéd din chitind. Viteza de biodegradare a polimerului
se determini in functie de cantitatea reziduala de acetil, parametru usor de modificat. Gelurile,
pulberea, filmele si fibrele de chitosan au fost elaborate si testate pentru diverse aplicatii cum ar
fi: incapsulari, membrane, materiale pentru lentilele de contact, substraturi pentru cresterea si

atasarea de celule [8].

Dintre polimerii sintetici utilizati pentru scaffolds se pot enumera:

1. Hidroxiacizii o

Hidroxiacizii obtinuti natural, cum ar fi cel glicolic, lactic si caprolactona, au fost utilizati
pentru a sintetiza o serie de polimeri biodegradabili utili diferitelor aplicatii medicale. Degradarea
initiala apare pand cdnd masa moleculard ajunge la 5000 Da. Degradarea finald si resorbtia
polihidroxiacizilor implicad activitatea celulelor inflamatorii (macrofage, limfocite, neutrofile).
Polihidroxiacizii au proprietiti mecanice slabe si conditii de procesare modeste. Cu toate acestea,
acesti termoplasti pot fi prelucrati in filme, tuburi, matrici, utilizind metode cum ar fi: turnare,

extrudare, spin casting, solvent casting, etc.

1.1 Acidul poliglicolic (PGA)

PGA are cea mai simpla structuri dintre hidroxiacizii a.

0
0— CH2 — C
— - n
Acidul poliglicolic
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Acidul poliglicolic are o structura Tnalt cristalind, punct de topire ridicat i solubilitate scazuta in
solventi organici. Datorita naturii sale hidrofile, PGA tinde si isi piarda destul de rapid rezistenta
mecanica, de obicei dupa o perioada de la 2 la 4 saptamini post implantare. Pentru a putea adapta
proprietdtile materialului mai multor aplicatii, s-au combinat copolimerii PGA cu acizi mai
hidrofobi, cum ar fi PLA.

1.2 Acidul polilactic (PLA)

Datoritd prezentei unei grupari metil aditionale in PLA, acesta este mai hidrofob decat PGA.

CH, 0
|
o—CH —
n
Acidul polilactic

Absorbtia apei de citre filmele subtiri este limitatd la 2%, astfel rezultind o vitezd de hidroliza
mai scazuti decat cea a PGA. In plus, PLA este mult mai solubil in soventi organici decat PGA,
facilitdnd prelucrarea. Existd in doud forme stereoizomerice care dau nastere la 4 polimeri diferiti,
dintre care D-PLA si L-PLA sunt cele doua tipuri de polimeri stereoregulari. Polimerii derivati
din monomerii optic activi D si L sunt materiale semicristaline, pe cand cei optici inactivi D i L
— PLA sunt intodeauna amorfi. De obicei, L-PLA este mai des folosit, deoarece hidroliza L —
PLA produce acid lactic L (+), care este stereoizomerul acidului lactic obfinut pe cale naturala. L
— PLA este un polimer amorf, preferat in cazurile in care se cere rezisten{a mecanici, de exemplu,
suturile §i dispozitivele ortopedice.

PLLA (acidul-poli-L-lactic) rezultd din polimerizarea acidului L-lactic. Cristalinitatea este de

37% iar temperatura de topire este T,=173-178°C. Poate fi procesat ca fibri sau ca film.

2. Polidioxanona (PDO)

Polidioxanona este un polieter-ester, fiind sintetizat prin polimerizarea p-dioxanonei cu un ciclu

deschis. Datoritd degradarii monomerilor cu toxicitate micd in vivo, PDS este foarte folosit in

domeniul medical si farmaceutic. Are un modul de elasticitate mai mic decit PLA si PGA, fiind

primul polimer degradabil folosit pentru suturi monofilament.

I8N
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3. Polifosfatii
Polifosfatii contin un lan{ anorganic azot - fosfor. Singht et al (2006) [1] a modificat propietitile
specifice éle polifosfatilor, cum ar fi: viteza de degradare la temperatura de trazifie vitroasa,
umectarea suprafetei, rezistenta la tractiune si modulul de elasticitate, pentru ca acesti polimeri sa
poata fi folositi in diverse aplicatii medicale. Cei mai studiati polifosfati sunt cei hidrofobi, cu o

slabi interactiune cu tesutul, asemanitoare cu cea a teflonului.

4. Poliaminoacizii

Deoarece proteinele sunt compuse din aminoacizi, mulfi cercetitori au incercat si
elaboreze polimeri sintetici derivati din aminoacizi pentru a servi ca modele in studii structurale,
biologice si imunologice, cit si in aplicatii biomedicale. Cum acesti polimeri elibereazi pe cale
naturala amino acizi ca primi produsi ai desfacerii scheletului polimeric, degradarea lor prezintd
un nivel scazut de toxicitate sistemicd. Poliaminoacizii au fost investigati ca materiale pentru
suturi, ca substistuiri de piele prin tehnicile ingineriei tesuturilor si ca sisteme de dozare a
medicamentelor. Secvente scurte de aminoacizi, cum ar fi RGD si RGDS, promotorii adeziunii
celulelor, au fost cuplati cu alti polimeri biodegradabili pentru a imbunatéti cresterea celulelor in

ingineria tesuturilor (Masuko et al., 2005; Yang et al., 2005) [1].

In concluzie, materialele biodegradabile, la modul general, trebuie si indeplineasci conditii mult
mai riguroase in ceea ce priveste biocompatibilitatea decat materialele bioinerte. Fatd de acestea,
pentru materialele biodegradabile trebuie luata in considerare toxicitatea provenitd din degradarea
produsilor si reactia metabolismului de dupd degradare. Astfel, doar trei polimeri sintetici
biodegradabili au fost aprobati de citre FDA (Food and Drug Administration, S.U.A.) pentru a fi
utilizati in medicina umand: PLA, PGA, PDO.

Materialele compozite produse conform prezentului brevet sunt alcétuite din PLA si PDO si pot
fi dezvoltate si pentru PGA si PDO, respectiv copolimeri ai PLA si PGA.
Structurile de sustinere celulara se pot fabrica printr-una dintre metodele [1, 13, 14, 15, 16]:

_1. Legarea Fibrelor

2. ,Electrospinning”
3. Turnarea solventului si solubilizarea particulelor
4. Formare prin turnare

(L
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Laminarea membranelor
Extrudare
Criodesicare

Separare de faze

© © N oW

Emulsia amestecului de faza (High Internal Phase Emulsion)
10. Formarea spumei cu gaz (spumarea gazului)

11. Elaborarea de compozit polimer-ceramic

12. Fabricarea rapida a prototipurilor pentru formele solide libere
13. Autoasamblarea peptidelor

14. Polimerizare in situ

Electrospinning este o metodd moderna pentru a elabora structuri de susginere poroase din nano
sau micro fibre biocompatibile si implicd rotirea in cAmp electrostatic a fibrelor, metoda fiind
derivatd din pulverizarea electrostatici a acoperirilor polimerice. Prin electrospinning se
elaboreaza structuri de sustinere cu porozitate ridicata din fibre netesute si fibre ultrafine. Multi
polimeri biocompatibili, cum ar fi PGA, PLGA si PCL pot fi fabricati prin electrospinning
(electrofilare) in structuri de nanofibre de sustinere cu porozititi de peste 90% (Yashimoto et al.,
2003) [1]. Solutia polimerica este introdusa intr-o siringa si injectatd printr-un tub metalic capilar
la o viteza constantd cu ajutorul unei pompe pentru siringi. Tubului capilar i se aplicd un camp de

naltd tensiune, polarizind polimerul si directionandu-1 spre suprafata de colectare impamantati
[14].

Generator de inaltii tensiune

Pompi sivimgs Colector

- llustrarea schematicd a unei instalafii de electrospinning [14]

Odata cu dispunerea acestor fibre fine pe suprafata plani, solventul este evaporat, lisind o

structura poroasd netesutd. Grosimea fibrei, diametrul structurii de sustinere i diametrul mediu al
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porilor sunt controlate prin: solventului ales, concentratia polimerului, viteza de injectare,
intensitatea curentului, diametrul tubului capilar, materialul de colectare de pe placi, distanta
dintre vasul capilar si placa de colectare.

Metoda de producere de structuri fibroase prin electrospinning face obiectul unor brevete de
inventie, cu referire la aplicatii diverse [17] sau medicale. in acest caz, sunt brevetate structuri
compozite tridimensionale din amestecuri de fibre de grosimi diferite si aplicatii medicale
generale [18], din componenti amestecati in stare dizolvatd (PLGA si proteine naturale) [19] sau
din fibre poroase avand pori canelari [20]. In literatura de brevete din domeniu apar multe alte
metode de producere a structurilor de sustinere celulard, cu destinatii medicale diferite. Dozare
controlatd de medicament este propusa pe fibre tesute, netesute sau impletite [21]. Orientarea
fibrelor se poate realiza printr-un proces de dizolvare — precipitare, Intr-o matrice cu porozitatea
obtinuta prin spumare [22]. Porozitatea matricei (colagen) se poate obtine si prin turnare pe o
structurd realizati in prealabil (din tendon ne-imunogenic) [23]. Problema structurilor 3D
propriu-zise este abordata fie prin constructie pe un sistem de inele [24], fie prin utlizarea de
straturi multiple suprapuse, cu roluri diferite ~ unul bioinert, unul biodegradabil si unul de acrosaj

— pentru aplicatii in vindecarea asistata a ranilor [25].
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[22] M. Slivka, G.G. Niederauer, K. Kieswetter, N.C. Leatherbury, Fiber-reinforced, porous,
biodegradable implant device, U.S. Patent Application 20050240281, A1;

[23] E. Sachlos, Fibre — reinforced scaffold, U.S. Patent Application 20090075382, Al;

[24] R.W. Gillard, D.L. Lindstrom, H.B. Quach, M.G. Blum, K.K. Gray, B.K. Jang, Scaffold
system, U.S. Patent 5560730;

[25] J.C. Leung, F. Guilak, A. Seaber, F.T. Moutos, Three-dimensional fiber scaffolds for injury
repair, WIPO Patent Application WO/2002/007961, A1, Application Number: PCT/US2001/040094.

Problema tehnicad pe care o rezolva inventia propusi este de a produce structuri de sustinere
celularj, realizate din materiale compozite fibroase cu caracteristici adecvate cresterii de tesuturi
artificiale, printr-un procedeu rapid, simplu, eficient si care ofera o calitate constanta (repetitiva)

sau a grefelor complexe, in special a celor cu pereti subtiri.

Rezolvarea problemei propuse conduce la o solutie complexi cu referire la procedeul, instalatia
si materiale compozite realizate.

Procedeul de realizare a structurilor de sustinere celulard destinate ingineriei tesuturilor, conform
inventiei, consta in urmatoarele operatii: A

1. realizarea unei retele plane, din fire de suturd bioresorbabile, obtinutd prin amplasarea

unidirectionald, bidirectionald, sau tesutd a firelor, pe un colector din otel inoxidabil
austenitic, avand pe margini o refea de fante care permit confectionarea refelei;
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2. fixarea colectorului pe instalatia de electrospining si reglarea distantei dintre varful acului
seringii si colector in functie de marimea structurii §i caracteristicile urmarite

3. rotirea acestuia cu o turatie cuprinsa intre 100 si 200 de rotatii pe minut;

4. reglarea unei tensiuni intre acul seringii si colector cuprinsi intre 20 si 50 KV si
programarea unui debit al pompei pentru seringi cuprins intre 0.05 si 0.1 ml/min;

5. realizarea primei etape de electrospining prin injectarea constantd a materialului pana la
obtinerea structurii dorite;

6. oprirea instalatiei, desprinderea materialului de pe colector si intoarcerea acestuia cu fata

in jos;

realizarea celei de-a doua etape de electrospining;

oprirea instalatiei si preluarea materialului compozit de pe colector;

modelarea materialului compozit pentru a obtine o structurd forma si dimensiunile dorite;

daci se doreste realizarea de structuri tubulare, materialul se ruleaza pe un sablon cilindric

si se lipeste cu acelasi polimer din care s-a confectionat matricea.

o oo N

Instalatia de realizare a structurilor de sustinere celulari destinate ingineriei tesuturilor, conform
inventiei, se compune dintr-un dispozitiv de depunere prin rotatie (spin-coater), pe axul céaruia se
aseazi un colector din otel inoxidabil, dintr-o pompa pentru seringi cu care se injecteaza solutia
din care se realizeazi materialul compozit si dintr-un generator de inalta tensiune. Borna ,,+” a
generatorului se leaga la acul seringii cu o bucsa de cupru iar colectorul este legat la masa prin
intermediul unei role de cupru apasate cu un arc.

Materialul de realizare a structurilor de sustinere celulara destinate ingineriei tesuturilor, conform
inventiei, constd dintr-un compozit cu o structura alcatuitd din fire cu grosime medie de ordinul
micronilor, cu unele picaturi solidificate, firele fiind bine ancorate de matrice, iar porozitatea
matricii fiind de peste 80%.

Prezenta inventie oferd un procedeu de producere a structurilor de sustinere celularid destinate
cresterii de tesuturi artificiale, pomnind de la celulele primare ale pacientului, sau de grefe
complexe de forma tubulara (de exemplu intestin) pornind de la unititi organoide. Procedeul se
bazazi pe tehnica de electrospinning si asigurd realizarea simpla si directd a structurilor de
sustinere compozite fibroase, cu porozitate mare, armate cu fibre unidirectionale sau tesute. Atéat
matricea, cit si fibrele sunt confectionate din polimeri bioresorbabili. Din alegerea cuplurilor
matrice — fibre se asigura resorbtia structurii de sustinere fara pierderea timpurie a proprietatilor
mecanice necesare. Compozitele de tip membrand obtinute direct prin electrospinning pot fi
rulate pentru a se obtine structuri 3D tubulare necesare cresterii grefelor.

Se prezinta un exemplu de realizare a inveniei, in legaturi cu figurile 1, 2, ..., 9, care reprezinta:

- figura 1, schema instalatiei de electrospining;
- figura 2, colectorul cu forma pitrata;

- figura 3, detaliu A din figura 2;
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- figura 4, colectorul cu forma octogonali;

- figura 5, detaliu B din figura 4;

- figura 6, material .compozit cu fire unidirectionale;
- figura 7, material compozit cu fire bidirectionale;
- figura 8§, structura matricei PLA;

- figura 9, tub realizat din compozit bidirectional.

Instalatia de electrospining se compune dintr-un spin-coater 1, pe care se asaza un colector 2,
dintr-o pompa pentru seringi 3 cu o seringd 4 si dintr-un generator 5, de inalti tensiune.
Colectorul 2 se fixeazi pe axul dispozitivului de rotatie cu ajutorul unei pompe de vid 6 si a unor
garnituri 7.

Colectoru] 2 se leagi la masa 8 cuorold 9.
Borna ,,+” a generatorului se leagi la acul 10 al seringii 4 prin intermediul unei role de cupru 11.

Debitul programat la pompa pentru seringi 4 este intre 0.05 si 0.1 ml / min. Turatia axului poate
fi crescuti cu acceleratie programata, fixdndu-se intre 100 si 200 rpm, timpul de rotatie fiind intre
90 si 800 s.

Distanta H dintre vérful acului 10 si colectorul 2 este reglabila, intre 5 si 8 cm, dar pe baza acestei
solutii tehnice pot fi construite si alte variante tipodimensionale.

Intr-un exemplu de realizare, colectorul 2, confectionat din tabla de otel inoxidabil austenitic, are
o forma patratd (figura 2). Pe margini prezintd o retea de fante de 0.5 mm grosime si 1 mm
adancime, aflate la distante ,,D” intre 1 si 2 mm. Pe aceste fante se construieste un aranjament
unidirectional sau bidirectional (doui directii perpendiculare) de fire de sutura bioresorbabile. In
cazul aranjamentelor bidirectionale, firele nu sunt tesute, ci simplu asezate. Fixarea lor se
realizeaza prin lipire cu matricea, dupa electrospinning. Firele de suturd bioresorbabile pot fi
naturale (de tip colagenic) sau sintetice (polidioxanona sau poliesteri), cu diametre intre 0.02 si
0.1 mm (dimensiuni USP intre 10 si 5).

In alte exemple de realizare, colectorul 2 poate avea forma unui octogon (figura 4) sau a unui
cerc. Colectorul de forma octogonali oferd avantaje privind aranjarea sa pe platoul rotativ. Toate
cele opt muchii ale colectorului prezinti decupiri triunghiulare, realizate cu pas constant, pe toata
lungimea lor. Muchiile notate cu V prezinti niste fante triunghiulare cu unghiul la varf de 60° si
la unghi de 30 fata de axa y-y. Fantele de pe fetele V, destinate realizirii unui aranjament de fire
paralele tu axa y-y, sunt amplasate una fatad de alta la distanta D—cuprinsa intre 1 si 2 mm.
Fantele de pe fetele H, detinate realizérii unui aranjament de fire paralele cu axa x-x sunt realizate
in mod similar cu cele de pe fetele V. Toate fantele sunt previazute cu raze de racordare R cu
valoarea de 0.2-0.3 mm §i au adancimea de 1 mm fata de latura octogonului.
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In seringa se introduc solutii diluate de polimeri bioresorbabili sintetici (de exemplu 7% PLA in
cloroform). Prin electrospinning se obtin microfibre, sub forma de textil netesut, care se depun pe
structura din fire de suturd. Dupa incheierea primei etape de electrospinning, compozitul rezultat
este desprins de pe colector si intors cu fata in jos. Urmeazd o a doua etapi de electrospinning,
rezultind un compozit cu doua straturi de microfibre sub formi de textil netesut, intre care este
fixat aranjamentul de fire de sutura.

Tn cazul in care se doreste realizarea de structuri tubulare, compozitele produse dupi procesul
descris anterior se ruleazi pe un sablon cilindric si se lipesc cu acelasi polimer din care s-a
confectionat matricea, In stare dizolvata. Prin orientarea axei de rulare fatd de directia (directiile)
firelor de armare se poate controla comportamentul mecanic al tuburilor compozite.

Se prezinti un exemplu de compozit PLA — PDO obtinut prin metoda propusa. Firele din PDO au
fost cu diametrul de 0.1 mm si plasate pe colector in aranjament unidirectional (figura 6) sau
bidirectional (figura 7), ambele cu distantd D = 1 mm. Solutia de PLA a avut concentratia de 7%.
Parametrii de lucru au fost: tensiune - 30 kV, debit - 0,04 ml/min, timp - 700 secunde. Amandoua
probele prezentate au fost realizate cu depunere pe ambele fete, in urma intoarcerii pe colector.
Firele sunt bine ancorate de matrice. Structura acesteia este alcituita din fire cu grosime medie de
2.3 um, cu multiple picéturi solidificate (figura 8). Porozitatea matricii, in cazul probelor
prezentate, este de 80.63%. Cu membrana compoziti din figura 7 s-a realizat un tub cu diametrul
de 2.5 mm (figura 9) utilizabil pentru dezvoltarea unititilor organoide intestinale.

Prezenta inventie se poate aplica in ingineria tesuturilor, pentru cresterea de tesuturi artificiale
sau grefe complexe, pornind de la celulele pacientilor sau de la unitati organoide. Metoda
propusi de fabricatie a structurilor de sustinere celulard (scaffolds) asigurd o realizare mai ugoard
si cu rezultate mai repetitive decat majoritatea metodelor utilizate pand in prezent. fn plus, se
preteaza la realizarea structurilor tubulare cu pereti subtiri, spre deosebire de celelalte metode de
fabricatie de scaffolds 3D. Materialele compozite realizate conform inventiei isi pot pastra
rezistenta mecanicé necesard, chiar daci procesul de bioeroziune al matricei este avansat. Aceasti
proprietate este necesard in cazul cresterii unitatilor organoide in scaffolds 3D. Metoda de
fabricatie se poate dezvolta si pentru alte tipuri de structuri de sustinere celulara.
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REVENDICARI

Instalatie de realizare a structurilor de sustinere celulard destinate ingineriei tesuturilor,
conform revendicérii 1, caracterizati prin aceea ci, utilizeazd un colector (2), realizat
din otel inoxidabil austenitic, de form3a péatratd avand pe margini o retea de fante de 0.5

mm grosime si 1 mm adancime, practicate la un pas ,,D” cuprins intre 1 si 2 mm.

Instalatie de realizare a structurilor de sustinere celulard destinate ingineriei tesuturilor,
conform revendicdrii 1, caracterizati prin aceea ci, utilizeazi un colector (2), de forma
octogonald avind pe margini o retea de fante triunghiulare unghiul la varf de 60°, cu
adancimea de 1 mm fatd de latura octogonului, previzute cu raze de racordare R cu
valoarea de 0.2-0.3 mm, fantele de pe laturile V sunt practicate la unghi de 30 fata de axa
y-y, iar fantele de pe laturile H sunt practicate la unghi de 30 fatd de axa x-x, pasul dintre
fante fiind D.
Procedeu de realizare a structurilor de sustinere celulard destinate ingineriei {esuturilor pe
o instalatie de electrospining, constand din:

- realizarea unei retele plane, din fire de sutura bioresorbabile;

- fixarea colectorului pe instalatia de electrospining si reglarea distantei dintre varful

acului seringii si colector in functie de tipul structurii §i caracteristicile urmdrite;
- rotirea axului cu o turatie corespunzitoare;
- reglarea unei tensiuni intre acul seringii si colector si reglarea debitului pompei
pentru seringi;

- realizarea electrospiningului;

- realizarea compozitului in doua etape, cu intoarcere fata — verso pe colector;

- oprirea instalatiei si preluarea materialului compozit de pe colector,
caracterizat prin aceea ca, reteaua se obtine prin trecerea firelor de suturd prin fantele
colectorului si poate fi unidirectionald sau bidirectionald, prin faptul cd parametrii
instalatiei sunt: diferenta de potential aplicatd intre acul al seringii si colector este

cuprinsi intre 20 si 50 KV, debitul pompei pentru seringi este cuprins intre 0.05 si 0.1

HmVI/min, turatie a platoului cuprinsa intre 100 si 200 rot/min si caracterizati prin aceea

cd, In prima etapd de electrospining are loc depunerea materialului compozit pe o fati a
retelei plane, dupa care materialul se desprinde de pe colectorul (2) si se intoarce urménd

a doua etapd de electrospining pentru depunerea materialului pe cealaltd fatd a retelei
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plane, uni sau bidirectionale, firele retelei lipindu-se cu materialul injectat in cele doud

etape de electrospining.

4, Procedeu de realizare a structurilor de susfinere celulard destinate ingineriei {esuturilor,
confofm revendicdrii 3, caracterizat prin aceea cii, pentru obfinerea unor structuri
cilindrice compozitele produse dupd procesul descris anterior se ruleazd pe un sablon
cilindric si se lipesc cu acelagi polimer din care s-a confectionat matricea, in stare
dizolvata, iar prin orientarea axei de rulare fatd de directia firelor de armare se poate

controla comportamentul mecanic al tuburilor compozite.

5. Material de realizare a structurilor de sustinere celulard destinate ingineriei tesuturilor,
caracterizat prin aceea ci, s-a realizat din fire PDO cu diametrul de 0.1 mm cu care s-a
creat o refea unidirefionald pe un colector (2), iar prin electrospining, in doui etape, cu
procedeul si instalatia prezentatd, s-a injectat o solutie PLA cu concentratia de 7% , cu un
debit de 0,04 ml/min, timp - 700 secunde pe o fatd, la o diferentd de potential de 30 kV,
obtindndu-se un compozit cu o structurd alcéituitd din fire cu grosimea medie de 2.3 um,
cu multiple picéturi solidificate, firele fiind bine ancorate de matrice, iar porozitatea

matricei fiind de peste 80%.

6. Material de realizare a structurilor de sustinere celulari destinate ingineriei tesuturilor,
conform revendicarii 5, caracterizat prin aceea ci, s-a realizat o retea bidirectionald din
fire PDO, si caracterizat prin aceea cd s-a rulat pe un sablon cilindric, rezultand un tub cu

diametrul de 2.5 mm utilizabil pentru dezvoltarea unititilor organoide intestinale.
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