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Descrierea inventiei  Daia depozit L1007 2008

Prezenta inventiecu titlul Sticle silicatice bioactive poroase dopate cu
nanoparticule de aur se refera atat la procedeulde obtinere a sticlelor cat si la testarea
cu succes a functionalitatii compozitelor ca materiale bioactive, biocompatibile si cu
viabilitate imbundtititd. In plus, nanoparticulele de Au isi pastreazi proprietitile si
dupa inglobarea lor in matricea de sticld, iar dimensiunea acestora poate fi controlata.
Inventia este aplicabild ca material bioactiv si material biocompatibil in ingineria
tisulard. Nanoparticulele de aur sferice cu diametre mai mici de 5 nm sunt toxice pentru
celule deoarece penetreaza cu usurintd peretele celulelor provocand moartea lor, dupa
cum a fost descris de Uhn Lee, Chan-Jong Yoo, Yong-Jung Kim, and Young-Mi Yooin /
Biosci Bioeng (2015). De aceea este indicat ca nanoparticulele de aur In globate in sticla
sd aiba diametrul de peste 10 nm. S-a dovedit faptul cd prin introducerea atomilor de Au
In sticla preparatd prin metoda sol-gel folosind acid cloroauric (HauCls:3H20) se pot
obtine nanoparticule de aur cu diametru de peste 25 nm, dar apar si speciile de ioni de
aur cum sunt Au™ (n=1 sau 3) si Au® in forma de atomi izolati, dupd cum a fost descris
de G. Lusvardi, G. Malavasi, V.Aina, L. Bertinetti, G. Cerrato, G. Magnacca, C. Morterra si L.
Menabue In Langmuir (2010) si S. Simon, R. Ciceo-Lucacel, T. Radu, L. Baia, O. Ponta, A.
lepure si V. Simon in | Mater Sci: Mater in Med (2012).

Noutatea inventiei constd in inglobarea nanoparticulelor de aur in matricea
poroasa de sticld silicaticd bioactiva, biomaterialul rezultat avand prorietdti de
bioactivitate, biocompatibilitate si viabilitate Imbundtdtite. Procedeul de inglobare a
nanoparticulelor de Au a constat in invelirea nanoparticulelor de Au cu un copolimer
bloc, care ulterior a fost utilizat ca precursor in procesul de preparare sol-gel, iar in
final, au fost eliminate componentele organice.

Avantajele utilizdrii sticlelor obtinute pentru aplicatii in biomedicind, conform
patentului de fa{d, sunt urmadtoarele:

- patrarea proprietatiilor nanoparticulelor de aur dupd introducerea in sticla;

- bioactivitatea materialelor obtinute permite utilizarea lor in ingineria tisulara;

- materialul compozit obtinut este biocompatibil si prezintd o viabilitate crescuta;
- aceste materiale au proprietatea de a fi functionalizate cu molecule specifice;

- ca material biocompatibil pot fi utilizate Tn ingineria tisulard cu aplicatii specifice.
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in Exemplul 1 sunt prezentati parametrii de sintezd ai unor sticle cu continut de
nanoparticule de aur, analizarea lor din punct de vedere structural si morfologic, iar in
Exemplele 2-4 sunt prezentate testele de bioactivitate, a proprietatii de functionalizare
si a biocompatibilitasii unor sticle cu continut de nanoparticule de aur. Pentru a vedea
dimensiunea si forma nanoparticulelor coloidale de Au si a nanoparticulelor invelite in
copolimer bloc au fost inregistrate spectre de absorptie in ultraviolet si vizibil precum si
imagini de microscopie electronicd de transmisie (TEM). Rezultatele obtinute au fost
ulterior comparate cu aceleasi tipuri de rezultate obtinute pe sticle dopate cu Ay, pentru
a se urmdrii dacd se produc schimbari in dimensiunea si sau forma nanoparticulelor de
Au dupd inglobarea in matricea de sticla.

Spectrele de absorbtie electronicd ale nanoparticulelor coloidale de Au au fost
inregistrate cu spectrometrul Jasco V-670 UV-Viz-NIR cu o rezolutie spectrala de 1 nm.
[nregistrarea spectrelor de absortie electronici ale sticlelor dopate cu naoparticulele de
Au au fost inregistratecu spectrometrul UV-Viz Analytic Jena Specord 250 plus cu o
rezolutie spectrald de 2 nm. Imaginile TEM au fost inregistrate cu microscop electronic
cu transmisie de inaltd rezolugie Tecnai F20 XTWIN cu emisie in camp, echipat cu o
camera de achizitie CCD Eagle 4k.

Pentru caracterizarea structurald si morfologica a sticlelor obtinute au fost folosite
difractometru de raze X (DRX), spectroscopul in infrarosu cu transformata fourier (FT-
IR) si microscopul electronic de baleaj (SEM).

Analizele de difractie de raze X au fost efectuate pe difractometrul Shimadzu XRD 6000
cu radiatia CuKa (A=1,54 A), cu filtru Ni. Dimensiunile medii ale cristalitelor au fost
calculate din ldtimea la semi-indltimea picurilor caracterisice cu ajutorul formulei lui
Scherrer. Spectrele FT-IR au fost Inregistrate cu spectrometrul Jasco 6000 (Jasco, Tokyo,
Japan), la temperatura camerei, in intervalul 400-4000 cm'?; folosind tehnica de pastile
KBr.

Bioactivitatea in vitro a materialelor a fost evaluatd prin urmarirea cresterii stratului de
tip apatitic format pe suprafata probelor, dupd imersia acestora in fluidul biologic
simulat care a fost preparat dupd protocolul lui Kokubo descris de T. Kokubo si H.
Takadama in Biomaterials (2006). Stratul apatitic a fost detectat prin masuratori DRX,
SEM si FT-IR.
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Pentru a prezice biocompatibilitatea in vitro a sticlelor obtinute a fost urmaritad
adsorptia proteinei pe suprafata materialului. Adsorptia proteinei pe suprafata probelor
in prima etapa a fost evaluatd calitativ prin masurarea potentialului zeta, dupd care a
fost determinata cantitativ prin spectroscopia de fluorescenta.

Potentialul zeta a fost masurat cu Malvern Instrument Zetaiser Nano-ZS la temperatura
de 25°C. Rezultatul a fost obtinut din media arimeticd a trei mdsurdtori. Spectrele de
fluorescentd au fost inregistrate cu spectrofluorimetrul Jasco LP-6500 la lungimea de
unda de excitatie de 278 nm, in celule de cuart de 2 mm.

Biocompatibilitatea materialelor a fost analizatd prin schimbarea conformatiei
proteinelor precum si prin viabilitatea celulara.

Eventualele modificari in conformatia proteinelor dupd adsorptia pe suprafatd
presupune afectarea biocompatibilitatii materialului, precum si posibilitatea de a
functionaliza materialul studiat. Structura secundard a proteinelor a fost analizata prin
deconvolutia semnalului de absorptie a amidei I din spectrul FTIR dupd cum a fost
descris de A. Barth In Biochimica et biophysica acta (2007). Spectrele FT-IR ale
materialelor dupa atasarea proteinei au fost inregistrate cu microscopul FT-IR Jasco-
5000 cuplat la spectrometrul Jasco FT-IR 6000 in reflectantd, in domeniul spectral 400-
4000 cm! cu o rezolutie spectrala de 4 cml, folosind obiectivul Cassegranian cu o
mdrire de 32 de ori si cu aria de masurare ~50x50um. Localizarea pozitiei
componentelor suprapuse ale amidei I a fost efectuatd prin analiza derivatei a doua
folosind JASCO Spectra Manager. Deconvolutia benzii de absorptie a amidei [ a fost
realizatd cu ofunctie Gaussiand, dupa aplicarea unei corectii la linia de bazd, intre 1720

$i 1600 cm1,

Exemplul 1 Suspensia coloidald de Au a fost preparatd prin metoda Turkevich Frens,
dupa cum a fost descris de G. Frens in Nature Physical Science (1973). Acidul cloroauric
(HAuCls ) se dizolva in apd ultrapura la concentratie de 10-3 M si se Incalzeste pand la
fierbere sub agitare continud. Se adaugd rapid 388 mM citrat de sodiu
(Na3C3HsO(COO0)s) in raport volumic de 10:1, se continud fierberea timp de 20-30 de
minute sub agitare continua si la final coloidul se raceste la temperatura camerei.

Nanoparticulele de aur obtinute se stabilizeazd cu polimerul Pluronic F127 prin

amestecarea simpld a solutiei coloidale cu solutia de copolimer bloc Pluronic F127 cu
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concentratia finald de 0,5-10-3 M. Dupa agitare continua timp de 20 de minute solutia se
lasd la temperatura camerei pentru 24 de ore ca sa se producd reactia. Cu scopul de a
elimina polimerii nelegati din solutie si pentru a obtine solutia concentratd de
nanoparticule, coloizii se centrifugeaza timp de 30 de minute la 12000 rpm.

Dupd obtinerea solutiei coloidale in concentratia dorita, precum si dupd stabilizarea
acesteia cu polimer se verifici forma si marimea nanoparticulelor obtinute. In Figura 1
sunt prezentate spectrele de absorbtie electronicd ale nanoparticulelor de aur
sintetizate (linia neagrd) si a nanoparticulor de aur stabilizat cu Pluronic F127 (linia
rosie) in solutii apoase. Nanoparticulele de aur libere au banda plasmonicd ingusta in
domeniul vizibil cu un maxim centrat la 518 nm, caracteristic nanoparticulelor de aur
sferice individuale. Dupad stabilizarea nanoparticulelor cu polimer apare o deplasare a
maximului de absorbgie de 2 nm spre domeniul rosu, care se datoreaza schimbadrii
indicelui de refractie in imediata vecindtate a nanoparticulelor de aur ca urmare a
absorbtiei polimerului. Cu ajutorul imaginilor TEM se determind distributia
dimensionald si morfologica a nanoparticulelor de aur. In Figura 2 putem vedea
nanoparticulele de aur specifice cu diametrul de 12+1 nm.

Sticle  cu  compozitii  60Si02:32Ca0-8P205;  60Si02:32Ca0:8P205:0.15Au20  si
605i02:32Ca0-8P205:0.2Au20(mol%) au fost preparate prin metoda sol-gel, folosind
precursorii tetratetil ortosilicat (TEOS), trietil fosfat (TEP), nitrat de calciu tetrahidrat
(Ca(NO3)2:4H20), hidrolizate in prezenta acidului nitric.Reactivii au fost adaugati
consecutiv la intervale de 1 ori, sub agitare continud. In final s-a addugat solutia de
nanoparticule coloidale agitdnd timp de 1 ord. Solutia (sol) s-a introdus in recipiente
inchise si a fost pastratd la temperatura de 37°C pana la gelare (gel), care a durat
aproximativ o zi. Gelul obtinut a fost ldsat la maturat timp de 3 zile la 37°C, dupd care a
fost uscat la 110°C timp de 24 ora. Stabilizarea materialului a fost facut prin tratament
termic la temperatura de 600°C timp de 3 ore. Aceastd temperatura a fost determinata
prin analiza termicd diferentiala pe gelul uscat. Toate analizele au fost efectuate pe
probesub forma de pulbere. Forma si marimea nanoparticulelor de Au inglobate in
structura sticlei au fost verificate prin mdsurarea spectrului de absorbtie, prezentat in
Figura 3, si analize TEM, prezentate in Figura 4. Deplasarea benzii plasmonice spre rosu
(de la 520 la 536 nm) indica prezenta unor nanoparticule de Au mai mari decat a

nanoparticulelor de aur din coloidul preparat initial. Acest comportament se datoreaza
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aglomerarii/agregdrii nanoparticulelor de Au dupa inglobarea lor in matricea de sticla.
[n timpul tratamentului termic se elimind continutul de polimer si apare agregarea
suplimentard a nanoparticulelor ca rezultatul mobilitdtii mari a nanoparticulelor de aur
si viscozitdtii mici a matricei de sticld silicaticd, dupd cum a fost descris de G. Lusvardj,
G. Malavasi, V. Aina, L. Bertinetti, G. Cerrato, G. Magnacca, C. Morterra si L. Menabue in
Langmuir (2010). Ldrgirea benzii de absorptie indicd polidispersitatea nanoparticulelor
de aur incorporate in matricea de sticld. Imaginile TEM confirmd aceste rezultate, ca
urmare dupa tratamentul termic o parte din nanoparticulele de aur din sticld isi
pdstreaza dimensiunea din coloid (12+1 nm), dar apar si nanopaticule de Au cu
dimensiuni de pana la 100 nm. Prezenta nanocristalelor de aur in structura sticlei este
confirmatd de difractograma de raze X prezentatd in Figura 5. Liniile de difractie (100),
(200), (220) si (311) apartin planelor cristalografice ale structurii cubice cu fete
centrate, dupd cum a fost descris de Sirajuddin, A. Mechler, A.A.). Torriero, A. Nafady, C.-
Y. Lee, A.M. Bond, A.P. O’'Mullane, S.K. Bhargava in Colloids and Surface A (2010). Pentru
a asocia mai usor faza nanocristalelor de aur, in difractograma de raze X a fost inclusd
difractograma aurului preluat din baza de date RRUFF (RUFF 1D: R0702791). Media
marimii cristalitelor de nanoparticule de aur obtinute prin ecuatia Scherrer este de
20.37 nm. Spectrele de vibratie in infrarosu obtinute pe probele investigate sunt
prezentate in Figura 6. Acestea au benzi caracteristice retfelei silicatice si nu sunt
influentate de prezenta nanoparticulelor de aur datoritd continutului mic al acestora. Se
pot identifica vibratii specifice ale grupdrii Si-O-Si dupd cum urmeaza: vibratii de
intindere asimetricd Si-0-Si (1080 si 1200 cm'1), vibratie de intindere Si-O in structura
tetraedrala SiO4 care contine un atom de oxigen nelegat (Si-O-NOB) in intervalul 890-
975 cm, vibratii de intindere simetrica Si-0-Si (800 cm-1) si vibratie de deformare Si-O-
Si (~460 cm1). Vibratii de deformare ale gruparilor fosfatice apar ca dublet la valorile
56551 604 cm'L

Exemplul 2 Bioactivitatea in vitro a probelor cu continut de nanoparticule de aur a fost
testatd in fluidul biologic simulat. Dupa doar 7 zile de imersie se poate observa stratul
apatitic autoasamblat pe suprafata probelor. in Figura 8 sunt prezentate difractograme
de raze X obtinute dupd 7 zile de imersie. La toate probele este vizibild aparitia fazei

cristaline de hidroxiapatitd evidentiatd prin peak-urile de la 25,4 (002) si 31,5 (211)

N
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grade in geometrie 26. Peak-ul de difractie larg intre valorile 30° si 54° (26) corespunde
componentelor suprapuse ale planelor cristalografice (112), (300) si (202) a
hidroxiapatitei cristaline dupa cum a fost descris de R.K. Singh, A. Srinivasan in Applied
Surface Science (2010). Aceste componente suprapuse sunt mai bine evidentiate la
proba 60Si02:32Ca0-8P205:0.2Au20. Pentru a asocia mai usor faza apatiticd, In
difractograma de raze X a fost inclusa difractograma hidroxiapatitei preluata din baza
de date RRUFF (RUFF ID: R060180). In spectrele FT-IR prezentate in Figura 9 se
observa faptul cd dupd imersie in fluidul biologic simulatse accentueazd dubletul la
valorile 604 si respectiv 564 cm'! dublet caracteristic fazei cristaline de hidroxiapatita.
Imaginile SEM prezentate in Figura 9 confirma formarea stratului apatitic pe suprafata
probelor dupd imersie in fluid biologic simulat. Cu toate ca faza apatitica se formeazd pe
suprafata tuturor probelor analizate, diferenta apare in morfologia stratului format care
depinde de continutul de nanoparticule de aur, indicind influenta nanoparticulelor de
aur asupra bioactivitdtii. In cazul probei 60Si02:32Ca0-8P205-0.15Au20 stratul depus
contineforme sferice, iar la proba 60Si02:32Ca0-8P20s5-0.2Au20 pe langa forme sferice

apar nanostructuri tridimensionale de tip "floare”.

Exemplul 3 Proprietatile de functionalizare ale materialelor au fost testate prin
monitorizarea adsorbtiei albuminei serice bovine (BSA). Teste calitative au fost
efectuate prin masurarea potentialului zeta. Pentru a urmari schimbarile de Incdrcare
cu sarcind electrica de pe suprafata sticlei, Tnainte si dupa adsorptia proteinei,
potentialul zeta a fost mdsurat in solutie apoasd. Avand in vedere cad potentialul zeta al
sticlei este in jur de -24+3 mV, iar potentialul zeta al moleculei de BSA este -17 mV, s-a
calculat modificarea relativd a potentialului zeta al sticlei Tnainte si dupd adsorptia
albuminei, datele fiind prezentate in Figura 10a. Se poate vedea cd odatd cu cresterea
continutului de nanoparticule de aur in compozitia sticlei, creste diferenta potentialului
zeta care se datoreazi cantitdtii mai mari a albuminei adsorbite. In pasul urmaitor a fost
evaluatd cantitativ adsorbtia de BSA prin spectroscopie de fluorescenta. lntehsitatea de
fluorescenta a solutiei cu BSA dupad separarea de probe scade cu cresterea continutului
de nanoparticule de aur In proba. Folosind solutia initiald de BSA, care a fost pastrata in
conditii asemdnatoare, s-a calculat masa BSA adsorbitd pe suprafatd, calcul efectuat prin

scaderea cantitdtii BSA mdsurate in supernatant din cantitatea de BSA mdsuratd din

.
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solutiile initiale. Rezultatul obtinut este prezentat In Figura 10b si este in concordanta
cu cele obtinute pentru evaluarea potentialului zeta in ceea ce priveste cantitatea de
BSA adsorbitd, care prezintd o creste odata cu cresterea continutului de nanoparticule
de aur.

Albumina adsorbita pe suprafata probelor a fost confirmata si prin spectroscopia FT-IR
prin aparitia bezii caracteristice de absorpfie pentru proteine: amida 1 (1650 cm1),

amida I1 (1550 cm1) si amida Il (~1400 cm'1), dupd cum poate fi observat in Figura 11.

Exemplul 4 O primd evaluare a biocompatibilitatii in vitroa fost efectuatd prin
urmdrirea eventualelor schimbdri conformationale ale albuminei serice bovine dupd
adsorptia pe suprafata probelor. In Figura 13 sunt prezentate deconvolutiile benzii de
absortie din spectrele FT-IR ale amidei ], Tnainte si dupd atasare. Structura secundard a
BSA este dominatd de structura a helix (1649-1657 cm-1), cu cantitate micd de structurd
B-sheet (1618-1641 si 1674-1695 cm1) si structurd B-turn (1662-1686 cm), cum a
fost descris de A. Barth in Biochimica et Biophysica Acta(2007) si S. Nafis, G. Bagheri
Sadeghi, A. Panah Yab in Journal of Photocemistry and Photobiology B (2011). Benzile de
absorptie intre 1608 si 1618 cm! se pot asocia cu existenta reziduurilor de (-sheet
respectiv lanfuri secundare de amino acid. Se stie ca atat structura de a-helix cat si
structura de (3-sheet sunt stabilizate prin legdturi de hidrogen, insa structura de «-helix
este mult mai felxibila si rezistentd la conditii de mediul inconjurator. Deci, cand
proteina se ataseazd pe o suprafatd, apar schimbari conformationale si de obicei
structura B-sheet cedeazd si intra intr-o forma mai flexibild. Exact aceasta situatie apare
si in cazul de fata, cum este prezentat in Figura 13, si anume structura secundard a
albuminei adsorbite se modificd usor prin scadderea structurii $-sheet, insd structura a-
helix ramdne neschimbatd. Acest rezultat indicd biocompatibilitatea materialelor.
Urmatorul pas In evaluarea bioactivitdtii a fost studiul /n vitro a viabilitatii celulare. S-au
folosit cheratinocite umane, a cdror viabilitate In prezenta sticlelor era foarte apropiata
sau mai mare decat 100% indicand buna tolerantd in vitro asa cum este prezentat in

Figura 14.

Poerd
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Desene

Figura 1 Spectre de absorptie electronica ale nanoparticulelor de aur sintetizate (linia
neagra) si nanoparticulelor de aur stabilizate cu Pluronic F127 (linia rosie)

Figura 2 Imaginea TEM a nanoparticulelor de aur stabilizate cu Pluronic F127

Figura 3 Spectre de absorbtie electronicd ale probelor de sticla 60SiO2:(32-
x)Ca0-8P205-xAu20

Figura 4 Imaginea TEM a probei de sticla 605102:31,85Ca0-8P205-0,15Au20

Figura 5 Difractograme de raze X ale probelor de sticld 60Si0O2:(32-x)Ca0-8P205'xAu20.
Difractograma aurului ca si referintd.

Figura 6 Spectre FT-IR ale probelor de sticla 60Si02-(32-x)Ca0-8P,05-xAu20

Figura 7 Difractograme de raza X ale probelor de sticld 60Si02:(32-x)Ca0-8P205-xAu20
dupd imersie in fluidul biologic simulat timp de 7 zile. Difractograma aurului si a
hidroxiapatitei au fost incluse ca refeinte.

Figura 8 Spectre FT-IR ale probelor de sticld 60Si02-(32-x)Ca0-8P205-xAu20 dupd imersie
in fluidul biologic simulat timp de 7 zile. Spectrul FT-IR al hidroxiapatitei a fost inclus ca si
referingd.

Figura 9 Imaginile SEM ale probelor de sticld 60SiO2-(32-x)Ca0-8P205-xAu20 Inainte si
dupd imersie in fluid biologic simulat (SBF).

Figura 10 Diferenta potentialului zeta obtinutd pentru probele investigate Tnainte si dupa
adsorbtia albuminei serice bovine (BSA) (a) Masa de BSA adsorbitd pe 1 mg de sticld a fost
obtinuta prin spectre de fluorescentd (b).

Figura 11 Spectre FT-IR ale probelor de sticla 60Si02:(32-x)Ca0-8P205xAu20 dupd
adsorbtia albuminei serice bovine (BSA)

Figura 12 Deconvolutia spectrului de absorptie a amidei [ (1720-1600 cm-) a albuminei
serice bovine (BSA) liofilizata inainte si dupd adsorptia pe suprafata probelor de sticld
60S102(32-x)Ca0-8P205xAu20

Figura 13 Distributia elementelor de structurd secundara in albumina sericd bovina (BSA)
liofilizatd Tnainte si dupa adsorptia pe suprafata probelor de sticld 60Si02-(32-

x)Ca0-8P205-xAu20
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Figura 14 Viabilitatea celulelor cherationocite umane dupad interactia timp de 24 de ore cu

diferite concentratii de sticle 60Si0,:(32-x)Ca0-8P205-xAu20
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Revendicari

1. Procedeu pentru obtinerea unor sticle dopate cu nanoparticule de aur preparate prin
metoda sol-gel constand in urmatoarele etape:

(a) prepararea nanoparticulelor de aursi invelire in copolimer bloc;

(b) prepararea sticlelor dopate cu nanoparticule de aurprin metoda sol-gel;

(c) maturarea gelului obtinut timp de 1-9de zile

(d) obtinerea xerogelului prin uscare la temperaturd de 50-140°C

(e) tratarea termicd la temperatura de 300-800°C

2. Utilizarea sticlelor dopate cu nanoparticule de aur preparate prin metoda sol-gel ca

materiale bioactive.

3.Utilizarea sticlelor dopate cu nanoparticule de aur preparate prin metoda sol-gel ca

materiale cu proprietdti de functionalizare.

4. Utilizarea sticlelor dopate cu nanoparticule de aur preparate prin metoda sol-gel ca

materiale biocompatibile.

5.Utilizarea sticlelor dopate cu nanoparticule de aur preparate prin metoda sol-gel ca

materiale cu viabilitate celulara imbundtdtita.
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