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Prezenta invenţie se referă la obţinerea printr-o metodă simplă şi costuri reduse a1

unui material pe bază de hidroxiapatită dopată cu zinc într-o matrice de colagen cu potenţiale
aplicaţii biomedicale. 3

Necesitatea din ce în ce mai mare pentru noi biomateriale cu proprietăţi superioare
a determinat cercetătorii din întreaga lume să încerce să redea caracteristicile ţesutului uman5

natural. Aşadar, prin alăturarea mai multor compuşi care se găsesc în mod natural în ţesutul
dur natural, se încearcă crearea unui material care ar putea fi integrat în corpul uman fără7

a provoca efecte adverse, conducând astfel la îmbunătăţirea calităţii vieţii oamenilor care au
fost supuşi unor intervenţii chirurgicale majore.9

Potrivit unui raport al Asociaţiei Americane a Chirurgilor Ortopezi din 2002, ţesutul
osos este al doilea cel mai frecvent transplantat ţesut, fiind depăşit doar de transfuziile de11

sânge. Aşadar, grefele osoase sunt necesare pentru remedierea leziunilor osoase grave,
cauzate în principal de deformări congenitale, traume, de rezecţii ale unor tumori sau de13

diferite boli degenerative precum osteomielita, (D.A. Wahl, J.T. Czernuszka, Eur Cell Mater

11, 43 (2006); M. Geiger, R.H. Li, W Friess, Adv Drug Deliv Rev 55, 613, (2003)). Prin15

urmare, medicina modernă s-a concentrat asupra găsirii unei soluţii optime pentru a rezolva
problema grefelor osoase. În acest context, o alternativă la metodele de grefare clasice sunt17

grefele sintetice. Astfel, cercetătorii din întreaga lume încearcă să găsescă un material bio-
compatibil capabil să imite ţesutul osos natural.19

Osul uman este compus dintr-o parte anorganică, a cărei componentă majoritară este
hidroxiapatita (HAp, Ca10(PO4)6(OH)2), şi o parte organică care este compusă majoritar din21

fibre de colagen (89%) (M. Geiger, R.H. Li, W Friess, Adv Drug Deliv Rev 55, 613 (2003);

K. Matsunaga, H. Murata, T. Mizoguch, A. Nakahira, Acta Biomater 6(6), 2289 (2010);23

A.A. Al-Munajjed, N.A. Plunkett, et al., J Biomed Mater Res Part B Appl Biomater

90B(2), 584 (2009); R.B. Martin, D.B. Burr, N.A. Sharkey, Skeletal Tissue Mechanics25

Springer-Verlag, New York. (1998)). Numeroase studii au arătat că hidroxiapatita are

proprietăţi biologice remarcabile, cum sunt biocompatibilitatea şi osteoconductivitatea (D.A.27

Wahl, J.T. Czernuszka, Eur Cell Mater 11, 43 (2006)). Pentru a îmbunătăţi proprietăţile

HAp, s-a încercat substituţia ionilor de calciu din structura sa cu diferiţi ioni (F. Ren, R. Xin,29

X. Ge, Y. Leng, Acta Biomater 5(8), 3141 (2009); J.C. Elliott, Structure and chemistry

of the apatites and other calcium orthophosphates. Studies in inorganic chemistry,31

vol. 18. Elsevier, Amsterdam. (1994); R.Z. LeGeros, Monographs in oral science, vol.

15. Karger, Basel. (1991); S. Koutsopoulos, J. Biomed Mater Res A 62, 600 (2002); C.S.33

Ciobanu, S.L. Iconaru, P. Le Coustumer, L.V. Constantin, D. Predoi, Nanoscale. Res.

Lett. 7, 324(2012); C.S. Ciobanu, C.L. Popa, D. Predoi, J. Nanomater. 2014, 1 (2014);35

C.S. Ciobanu, E. Andronescu, D. Predoi, Dig. J. Nanomater. Bios. 6, 1239 (2011)).
Recent, o atenţie deosebită a fost acordată zincului (Zn), deoarece acesta este un metal de37

tranziţie, frecvent întâlnit în partea minerală osoasă, având rolul de a stimula formarea
ţesutului osos in vivo şi in vitro, inhibând în acelaşi timp resorbţia osoasă osteoclastica in39

vivo (F. Ren, R. Xin, X. Ge, Y. Leng, Acta Biomater 5(8), 3141 (2009); J.C. Elliott,

Structure and chemistry of the apatites and other calcium orthophosphates. Studies41

in inorganic chemistry, vol. 18. Elsevier, Amsterdam. (1994); R.Z. LeGeros,

Monographs în oral science, vol. 15. Karger, Basel. (1991); S. Koutsopoulos, J. Biomed43

Mater Res A 62, 600 (2002); C.S. Ciobanu, S.L. Iconaru, P. Le Coustumer, L.V.

Constantin, D. Predoi, Nanoscale. Res. Lett. 7, 324(2012); C.S. Ciobanu, C.L. Popa, D.45

Predoi, J. Nanomater. 2014, 1 (2014); C.S. Ciobanu, E. Andronescu, D. Predoi, Dig. J.

Nanomater. Bios. 6, 1239 (2011); A. Ito, M. Otsuka, H. Kawamura, M. Ikeuchi, H.47
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Ohgushi, Y. Sogo, N. Ichinose, Curr Appl Phys 5, 402 (2005)). De asemenea, studii 1

recente au demonstrat că prezenţa Zn în structura implanturilor creşte viteza procesului de
formare a ţesutului osos în jurul implantului (Y. Tang, H.F. Chappell, M.T. Dove, R.J. 3

Reeder, Y.J. Lee, Biomaterials 30(15), 2864. (2009); A. Ito, H. Kawamura, M. Otsuka, M.
Ikeuchi, H. Ohgushi, K. Ishikawa et al Mater Sci Eng 22( 1), 21 (2002); A. Ito, K. Ojima, 5

H. Naito, N. Ichinose, T. Tateishi, J. Biomed Mater Res 50, 178 (2000)). Pe de altă parte,
colagenul este folosit în ingineria tisulară şi reparatorie datorită biocompatibilităţii şi 7

capacităţii de a fi resorbit cu uşurinţă de către corp (D.A. Wahl, J.T. Czernuszka, Eur Cell
Mater 11, 43 (2006), D. Predoi, R.A. Vatasescu-Balcan, J. Optoelectron. Adv. Mater. 10, 9

152 (2008); G. Voicu, şi Jinga, R. Trusca, F. Iordache, Dig J. Nanomater Bios 9, 99
(2014); L.C. Rusu, D.A .Kaya, M.V. .Ghica, M.G. Albu, L. Popa, A. Butu, C.E. Dinu-Pirvu, 11

Dig J. Nanomater Bios 9, 317 (2014); G. David, B.C. Simionescu, S. Maier, C. Balhui,
Dig J. Nanomater Bios 6, 1575, (2011)). Studii recente au demonstrat că dispozitivele pe 13

bază de colagen şi hidroxiapatită inhibă dezvoltarea agenţilor patogeni bacterieni, reducând
astfel riscul apariţiei infecţiilor post-chirurgicale care pot apărea în urma implantării protezelor 15

(D.A. Wahl, J.T. Czernuszka, Eur Cell Mater 11, 43 (2006); M. Geiger, R.H. Li, W Friess,
Adv Drug Deliv Rev 55, 613 (2003); K. Matsunaga, H. Murata, T. Mizoguch, A. Nakahira, 17

Acta Biomater 6(6), 2289 (2010); A.A. Al-Munajjed, N.A. Plunkett, et al., J Biomed Mater
Res Part B Appl Biomater 90B(2), 584 (2009); R.B. Martin, D.B. Burr, N.A. Sharkey, 19

Skeletal Tissue Mechanics Springer-Verlag, New York. (1998); F. Ren, R. Xin, X. Ge, Y.
Leng, Acta Biomater 5(8), 3141 (2009); J.C. Elliott, Structure and chemistry of the 21

apatites and other calcium orthophosphates. Studies in inorganic chemistry, vol. 18.
Elsevier, Amsterdam. (1994); R.Z. LeGeros, Monographs in oral science, vol. 15. 23

Karger, Basel. (1991); S. Koutsopoulos, J. Biomed Mater Res A 62, 600 (2002); C.S.
Ciobanu, S.L. Iconaru, P. Le Coustumer, L.V. Constantin, D. Predoi, Nanoscale. Res. 25

Lett. 7, 324(2012); C.S. Ciobanu, C.L. Popa, D. Predoi, J. Nanomater. 2014, 1 (2014);
C.S. Ciobanu, E. Andronescu, D. Predoi, Dig. J. Nanomater. Bios. 6, 1239 (2011); A. Ito, 27

M. Otsuka, H. Kawamura, M. Ikeuchi, H. Ohgushi, Y. Sogo, N. Ichinose, Curr Appl Phys
5, 402 (2005); Y. Tang, H.F. Chappell, M.T. Dove, R.J. Reeder, Y.J. Lee, Biomaterials 29

30(15), 2864. (2009); A. Ito, H. Kawamura, M. Otsuka, M. Ikeuchi, H. Ohgushi, K.
Ishikawa et al, Mater Sci Eng 22( 1), 21 (2002); A. Ito, K. Ojima, H. Naito, N. Ichinose, 31

T. Tateishi, J. Biomed Mater Res 50, 178 (2000); D. Predoi, R.A. Vatasescu-Balcan, J.
Optoelectron. Adv. Mater. 10, 152 (2008); G. Voicu, şi Jinga, R. Trusca, F. Iordache, Dig 33

J. Nanomater Bios 9, 99 (2014); L.C. Rusu, D.A. Kaya, M.V. Ghica, M.G. Albu, L. Popa,
A. Butu, C.E. Dinu-Pîrvu, Dig J. Nanomater Bios 9, 317 (2014); G. David, B.C. 35

Simionescu, S. Maier, C. Balhui, Dig J. Nanomater Bios 6, 1575, (2011); G.A. Carlson,
J.L. Dragoo, B. Samimi, D.A. Bruckner, G.W. Bernard, M. Hedrick, P. Benhaim, 37

Biochem Biophys Res Commun 321(2), 472 (2004)).
Problema pe care o rezolvă invenţia este de a prezena un procedeu de obţinere a 39

hidroxiapatitei dopate cu zinc în matrice de colagen prin coprecipitare la temperaturi joase.
Procedeul de obţinere a hidroxiapatitei dopate cu zinc în matrice de colagen prin 41

coprecipitare la temperaturi joase, conform invenţiei, înlătură dezajantajele de mai sus prin
aceea că, la temperatura de 40/C, soluţia de (NH4)2HPO4 se adaugă la un amestec format 43

din Ca(NO3)2 @ 4H2O şi Zn(NO3)6 @6H2O, pulberile obţinute au fost adăugate într-un gel de
colagen, obţinându-se astfel compuşii Zn:HAp-CBc cu următoarele rapoarte: 0:1, referinţa 45

de colagen, 4:1 Zn:HAp-CBc_4, 1:1 Zn:HAp-CBc_1 şi 1:0, referinţa de Zn:HAp, care au fost
supuse procesului de reticulare, iar compozitele de gel obţinute au fost liofilizate, rezultând 47

în final compozite poroase 3D, utilizate ca materiale în regenerarea osoasă.
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Prin aplicarea invenţiei se obţine avantajul producerii unor biomateriale ieftine şi1

eficiente în regenerarea osoasă.
Scopul invenţiei este de a realiza pulberi de hidroxiapatită dopată cu Zn într-o matrice3

de colagen (Zn:HAp-CBc_1 şi Zn:HAp-CBc_4) cu potenţiale aplicaţii biomedicale. Studiul
citotoxicităţii Zn:HAp-Cbc s-a realizat asupra liniei celulare cancerigene HeLa.5

Prezenta invenţie ne descrie posibilitatea utilizării unor biomateriale, pe bază de
hidroxiapatită dopată cu Zn, ieftine şi eficiente în regenerarea osoasă. Noul compozit a fost7

obţinut prin înglobarea hidroxiapatitei dopate cu zinc într-o matrice de colagen. Precursorii
utilizaţi au fost: nitratul de calciu [Ca(NO3)2 @ 4H2O, Aldrich, USA], amoniu hidrogen fosfat9

((NH4)2HPO4; Wako Pure Chemical Industries Ltd.) şi nitratul de zinc hexahidrat (Zn(NO3)6

@ 6H2O, Alpha Aesare, Germany, puritate 99,99%). Colagenul fibrilar de Tipul I sub forma de11

gel (Coll) cu o concentratie de 2,11% (w/w) a fost extras din os de viţel prin intermediul

tratamentelor descrise anterior (M.G. Albu, Collagen gels and matrices for biomedical13

applications Lambert Academic Publishing, Saarbriicken. (2011).
În continuare se prezintă un exemplu de realizare a invenţiei în legatură cu figurile15

care reprezintă:
- fig. 1, prezintă imaginile MEB ale colagenului (fig. 1a), Zn:HAp (fig. 1b) şi Zn:HAp-17

CBc (fig. 1c-1d);
- fig. 2, prezintă spectrul EDAX împreună cu cartografiile compozitelor bioceramice19

Zn:HAp-CBc_1;
- fig. 3, prezintă rezultatele evaluării morfologiei celulelor HeLa înainte (etalon) şi21

după expunerea la colagen, Zn:HAp-CBc_1, Zn:HAp-CBc_4 şi Zn:HAp (xZn = 0,1) (10 mg/ml)
timp de 72 h;23

- fig. 4, prezintă rezultate privind proliferarea celulară şi apoptoza.

Exemplul 125

Cantităţi potrivite de amoniu hidrogen fosfat şi nitrat de zinc au fost dizolvate în
etanol. După adăugarea apei bidistilate, soluţia a fost agitată continuu timp de 24 h la o27

temperatură de 40/C. Separat, o cantitate stoichiometrică de nitrat de calciu a fost dizolvată
în etanol şi a fost agitată continuu timp de 24 h la o temperatură de 40/C. Soluţia cu conţinut29

de calciu a fost apoi adaugată treptat în soluţia cu continut de fosfor şi a fost ulterior lăsată
la temperatura ambientală timp de 72 h şi încă 24 h la o temperatură de 40/C. Raportul31

[Ca+Zn]/P a fost ajustat la 1,67 iar concentraţia de zinc a fost xZn = 0,1 (C.S. Ciobanu, F.

Massuyeau, L.V. Constantin, D. Predoi, Nanoscale Res Lett 6(1),613. (2011); C.S.33

Ciobanu, S.L. Iconaru, F. Massuyeau, L.V. Constantin, A. Costescu, D. Predoi, J.

Nanomater 2012, 1 (2012); C.S. Ciobanu, E. Andronescu, B.S. Vasile, C.M.35

Valsangiacom, R.V. Ghiţă, D. Predoi, Optoelectron. Adv. Mater.-Rapid commun 4, 1515

(2010)). Nanopulberile de Zn:HAp obţinute au fost tratate la o temperatură de 80/C timp de37

6 h. Hidroxiapatita dopată cu zinc obţinută anterior, a fost adaugată într-un gel de colagen,
obţinându-se astfel compuşi Zn:HAp-CBc cu următoarele rapoarte: 0:1 (referinţa de39

colagen), 4:1 (Zn:HAp-CBc_4), 1:1 (Zn:HAp-CBc_1) şi 1:0 (referinţa de Zn:HAp). Toţi
compuşii de gel au avut aceeaşi concentraţie de colagen, 1,2% (raportat la substanţa41

uscată), pH-ul 7,4 şi au fost reticulaţi cu 0,5% GA conform metodei descrise anterior în

literatură (A. Lungu, M.G. Albu, N.M. Florea, I.C. Stancu, E. Vasile, H. lovu, Dig J.43

Nanomater Bios 6(4), 1867(2011)). După procesul de reticulare, compozitele de gel au fost
liofilizate obţinându-se în final compozite poroase 3D. Morfologia şi porozitatea biocompo-45

zitelor de hidroxiapatită dopată cu zinc acoperită cu colagen (Zn:HAp-CBc) a fost studiată
prin microscopie electronică de baleiaj (MEB). În fig. 1 sunt prezentate imaginile MEB ale47
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colagenului (fig. 1a), Zn:HAp (fig. 1b) şi Zn:HAp-CBc (fig. 1c-1d). Morfologia colagenului este 1

prezentata în fig. 2a, în timp ce în fig. 1b sunt prezentate imaginile MEB ale Zn:HAp, acestea
având dimensiuni nanometrice şi o morfologie elipsoidală. În fig. 1c-1d se poate observa că 3

porozitatea materialelor compozite a crescut o dată cu creşterea raportului Zn:HAp/colagen
(Zn:HAp-CBc_1). Se poate observa că porozitatea materialelor compozite este direct 5

proporţională cu cantitatea de colagen din probe (Zn:HAp-CBc_1 > Zn:HAp-Cbc_4).
Înglobarea nanoparticulelor de Zn:HAp în matricea de colagen a fost pusă în evidenţă prin 7

intermediul imaginilor MEB. De asemenea, se poate observa că probele sunt omogene.
Spectrul EDAX împreună cu cartografiile compozitelor bioceramice Zn:HAp-CBc_1 sunt 9

prezentate în fig. 2. Acestea, au arătat că principalele elemente chimice prezente în pulberea
analizată sunt calciul, fosforul, zincul, oxigenul şi carbonul. Pe de altă parte, se poate 11

observa o distribuţie uniformă a acestora.
Rezultatele obţinute în urma studiilor MEB sugerează faptul că nanoparticulele de 13

Zn:HAp au fost înglobate în matricea de colagen. Biocompatibilitatea nanocompozitelor de
hidroxiapatită dopată cu zinc într-o matrice de colagen a fost studiată utilizând culturi celulare 15

HeLa. Fig. 3, prezintă rezultatele evaluării morfologiei celulelor HeLa înainte (etalon) şi după
expunerea la colagen, Zn:HAp-CBc_1, Zn:HAp-CBc_4 şi Zn:HAp (xZn = 0,1) (10 mg/ml) timp 17

de 72 h. Imaginile microscopice ale culturilor celulare HeLa incubate cu nanocompozitele
obţinute arată că prezenţa materialelor compozite nu a modificat semnificativ morfologia 19

celulelor, acestea prezentând o morfologie similară cu cea a etalonului. În imagini (fig. 3) se
poate observa că celulele îşi păstrează forma poligonală caracteristică, şi că sunt uniform 21

distribuite pe suprafaţa investigată. Studii complementare privind biocompatibilitatea şi
citotoxicitatea nanocompozitelor de hidroxiapatită dopată cu zinc într-o matrice de colagen 23

au fost realizate utilizând tehnica citometriei în flux cu dublă-colorare a celulelor cu Annexin
V-FITC/iodura de propidiu. Rezultatele analizei de citometrie de flux privind influenţa 25

materialelor compozite obţinute asupra ciclurilor celulare ale celulelor HeLa a pus în evidenţă
faptul că nu au existat schimbări semnificative ale parametrilor ciclului celular ai celulelor 27

HeLa expuse la colagen, Zn:HAp-CBc_1, Zn:HAp-CBc_4 şi Zn:HAp (xZn = 0,1) comparativ
cu etalonul. Mai mult decât atât, rezultatele obţinute privind proliferarea celulară şi apoptoza, 29

sugerează că nu a existat nicio diferenţă între compozitele obţinute şi materialele brute
utilizate (fig. 4). Studiile privind efectul citotoxic al nanoparticulelor Zn:HAp-CBc asupra liniei 31

celulare HeLa canceroase au pus în evidenţă caracterul netoxic al acestora, o distribuţie
omogenă şi uniformă şi o morfologie a celulelor HeLa similară cu cea a probei etalon (fig. 3). 33

Pe de altă parte, analiza ciclului celular al celulelor HeLa cultivate cu 0,1% DMSO (etalon)
şi tratate cu colagen, Zn:HAp-CBc_1, Zn:HAp-CBc_4 şi Zn:HAp (xZn = 0,1) a arătat că nu se 35

remarcă nicio diferenţă între parametrii obţinuţi pentru ciclul celular al celulelor tratate cu
compozitele obţinute şi al celulelor tratate cu materialele originale şi parametrii obţinuţi pentru 37

ciclul celular al culturii celulare etalon. De asemenea, rezultatele privind proliferarea celulară
şi apoptoza au arătat că nu există diferenţe semnificative între materialele compozite şi 39

materiale originale testate (fig. 4).



RO 132335 B1

6

Revendicare1

Procedeu de obţinere a hidroxiapatitei dopate cu zinc în matrice de colagen prin3

coprecipitare la temperaturi joase, caracterizat prin aceea că la temperatura de 40/C,
soluţia de (NH4)2HPO4 se adaugă la un amestec format din Ca(NO3)2 @ 4H2O şi Zn(NO3)6 @5

6H2O, pulberile obţinute au fost adăugate într-un gel de colagen, obţinându-se astfel
compuşii Zn:HAp-CBc cu următoarele rapoarte: 0:1, referinţa de colagen, 4:1 Zn:HAp-7

CBc_4, 1:1 Zn:HAp-CBc_1 şi 1:0, referinţa de Zn:HAp, care au fost supuse procesului de
reticulare, iar compozitele de gel obţinute au fost liofilizate, rezultând în final compozite9

poroase 3D, utilizate ca materiale în regenerarea osoasă.
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