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Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinere a unui implant endoosos cu
acoperire sacrificiala din straturi de sticla bio-activa fosfatica, poroase, resorbabile si cu efect
antimicrobian.

Din  punct de vedere medical am intrat ,era post-antibiotica"
[https://www.mature.com/news/who-warns-against-post-antibiotic-era-1.15135],
deoarece au fost deja identificate primele tulpini bacteriene rezistente la toate antibioticele
din domeniul medicinei umane si veterinare [A. J. Alanis, Resistance to antibiotics: are
we in the post-aetibiotic era Arch. Med. Res. 36 (2005) 697-705]. Situatia actuala a fost
provocata de tratamente insuficiente care au permis tulpinilor bacteriene sa dobandeasca
rezistenta la antibiotice prin intermediul de mutatii ale genomului lor [N. Woodford, M.J.
EUington, The emergence of antibiotic resistance by mutation, Clin. Microbiol. Infect.
13 (2007) 5-18), U. Ndagi, A.A. Faiaki, M. Abdullahi, M.M. Lawal, M.E. Soliman,
Antibiotic resistance: bioinformatics-based understanding as a functional strategy for
drug design, RSC Adv. 10 (2020) 18451-18468]. Rezistenta la tratament are Thsa mai
putine sanse sa apara atunci atunci cand sunt utilizate combinatii de agenti antimicrobieni
cu efecte sinergice ce prezinta mecanisme de actiune diferite.

Solutii alternative sunt cautate cu precadere in domeniul implantologiei osoase
deoarece traumatismele temporare asociate procedurilor chirurgicale pot slabi raspunsul
imun local al corpului uman si permite bacteriilor sa adere si sa prolifereze la situl implantarii.
De exemplu, UK National Joint Registry a raportat ca infectiile la situl de implantare au
reprezentat cauza de esec pentru ~14,8% dintre protezele endoosoase de sold care au
necesitat operatii de revizie [https:// reports.urcentre.org.Uk/ Portals/0/ PDFdownloads/
NJR%2017th%20Annual%20Rep ort%202020.pdf], in pofida realizarii de tratamente post-
chirurgicale locale cu antibiotice conventionale.

Proprietatile antimicrobiene devin si mai stringente in cazul implanturilor dentare, spre
deosebire de cele ortopedice, deoarece in cadrul procedurile chirurgicale stomatologice nu
se pot obfine conditii aseptice. Sterilitatea sitului chirurgical, aflat in cavitatea bucala, care
contine in mod normal pana la 700 de tulpini de bacterii [P.N. Deo, R. Deshmukh, Oral
microbiome: Unveiling the fundamentais, J. Oral. Maxillofac. Pathol. 23 (2019)
122-128], este impiedicata de infiltrarea salivei, conducand la contaminarea locala in zona
de implantare.

Se impune astfel in implantologia orala necesitatea de limitare sau chiar de inhibare
totala a atasarii/colonizarii bacteriilor comensale si prin aceasta, asigurarea in primele etape
post-implantare, a unui mediu fara agenti patogeni, aspect decisiv pentru performanta
ulterioara a implanturilor endoosoase. Acest fapt va conduce la mai putine evenimente de
infectie si prin aceasta riscul de respingere a implantului si necesitatea operatiilor de revizie
sau chiar de inlocuire vor fi mult diminuate.

In prezent sunt cercetate la nivel mondial cu precidere acoperirile pentru implanturi
pe baza de hidroxiapatita [J. Cisek, V. Brozek, T. Chraska, F. Lukac, J. Medricky, R.
Musalek, etal., Silver-doped hydroxyapatite coatings deposited by suspension plasma
spraying, J. Therm. Spray Tecfamol 27 (2018) 1333-1343), D. Predoi, S.L. Iconaru, M.V.
Predoi, N. Buton, M. Moteliea-Heino, Zinc doped hydroxyapatite thin films prepared by
sol-gel spin coating procedure, Coatings 9 (2019) 156), Y. Huang, X. Zhang, H. Mao, T.
Li, R. Zhao, Y. Yan, X. Pang, OsteoMastie cell responses and antibacterial efficacy of
Cu/Zn co-substituted hydroxyapatite coatings on pure titanium using
electrodeposition method, RSC Adv. 5 (2015) 17076-17086] sau de sticla bio-activa
silicatica [J.V. Rau, M. Curcio, M.G. Raucci, K. Barbaro, I. Fasolino, R. Teghil, L.
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Ambrosio, A. De Bonis, A.R. Boccaccini, Cu-releasing bioactive glass coatings and
their in vitro properties, ACS Appl. Mater. Interfaces 11 (2019) 5812-5820] aditivate cu
diferiti agenti antimicrobieni (in special Ag, Zn si Cu). ins&, in cazul hidroxiapatitei exist&
limite ale nivelului de substitutie ionica care poate fi acceptat de reteaua sa cristalina, dincolo
de care pot fi generate fenomene de segregare si/sau formare de faze secundare cu
comportament biologic impredictibil.

De asemenea, diverse metode de obiinere de acoperiri pentru implanturi au fost
propuse in brevete. Astfel, US 4234972 A descrie o metoda de realizare a acoperirilor
implantologice de sticla bio-activa silicatica din sistemul compozitional SiO,-Na,0-CaO-P,O.-
CaF,-B,0, pe substraturi din aliaj Co-Cr prin tehnologia emailarii-glazurarii (realizata prin
imersia substratului metalic in sticla topita). US 20110045052 A1 propune formulatii de sticle
bio-activa silicatica din sistemul compozitional SiO,-Na,0-Ca0O-MgO-K,0-Zn0O-B,0,-P,O, cu
coeficient de dilatare termic adaptat aliajelor metalice de Ti6A14V si Co-Cr, destinate
realizarii de acoperiri prin tehnologii chimice umede depunere electroforetica sau depunere
prin pulverizare termica in flacara sau plasma, fara insa a le fabrica la nivel demonstrativ si
evalua. RO 130068 B1 descrie o metoda de realizare a unui implant dentar acoperit cu
straturi subtiri de sticla bio-activa silicatica, fara elemente alcaline, din sistemul compozitional
Si0,-Ca0-MgO-P,0,-Zn0O-SrO, sintetizat prin tehnologia pulverizarii in camp magnetron in
regim de radio-frecventa, pe suprafata implanturilor dentare, conferindu-le o rata de
osteointegrare rapida necesara procesului de restauratie dentara. RO 132595 B1 descrie
o metoda inovativa de realizare de acoperiri pentru implanturi de sticla bio-activa silicatica,
obtinute prin sinteza in plasma magnetron, direct din reactivi sub forma de pulberi, si nu
dintr-o sticla deja fabricata printr-o metodologie clasica (racirea topiturii sau sol-gel).

Daca in cazul sticlelor bio-active silicatice nivelul de ,tolerantd" structurala este mai
mare, ca si in cazul hidroxiapatitei, dificultatea este constituitd de viteza de solubilizare
redusa a acestei clase de biomateriale in mediile intercelulare, ceea ce va impiedica
eliberarea rapida si eficienta din structura lor a ionilor terapeutici cu actiune antimicrobiana.
Atat hidroxiapatita, cat si sticlele bio-active silicatice, sunt materiale capabile sa joace un
dublu rol in strat subfire: (i) strat bariera de difuzie pentru protejarea implantului metalic si
(i) acoperire biofunctionala cu efect de biomineralizare pentru augmentarea refacerii osoase.

Primele ore/zile dupa implantare sunt considerate critice pentru prevenirea infeciiilor,
deoarece patogenii sunt inca intr-o stare dormitiva si deci metabolic inactivi [K.A. Poelstra,
N.A. Barekzi, A.M. Icdiske, A.G. Felts, J.B. Slunt, D.W. Grainger, Prophylactic treatment
of gram-positive and gram-negative abdominal implant infections using locally
delivered polyclonal antibodies, J. Biomed. Mater. Res. 60, (2020), 206-215].

Sticlele bio-active fosfatice ar putea indeplini un astfel de deziderat deoarece prezinta
proprietatea de a se dizolva complet in corpul uman, fiind deci capabile la nivel ideatic,
datorita ratei lor mai mari de degradare comparativ cu sticlele silicate, sa elibereze intr-o
maniera mai eficienta ionii terapeutici inclusi in compozitia sa, in vederea prevenirii infectiei,
stimularii regenerarii osoase si vindecarii tisulare [J.C. Knowles, Phosphate based glasses
for biomedical applicu.ion, J. Mater. Chem 13 (2003) 2395-2401]. Produsii de degradare
a multor sisteme de sticle fosfatice sunt usor metabolizati, fara inducerea de complicatii, asa
cum au aratat studii in vivo pe model animal [E.A. Abou Neei, V. Salih, J.C. Knowles,
Phosphate-based glasses, in: Compr. Biomater., Elsevrar, 2011: pp. 285-297].

Un brevet a fost identificat in literatura de specialitate. US 8080490 B2 descrie
realizarea unui sistem compozitional de sticla fosfatica din sistemul compozitional P,05-SO,-
B,0;-Al,0,-Si02-N,0-Ca0-MgO-SrO-Ba0O-Zn0O-Ag,0-CuO-GeO,-TeO,-Cr,O,, insa cu apli-
cabilitate restransa doar in domeniul tratamentului de uz extern al ranilor deschise - plasture
imbibat cu pulbere de sticla care elibereaza ioni cu efect antibacterian.
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Acoperiri pentru implanturi pe baza de sticla bio-activa fosfatica au fost realizate pana
in prezent doar prin tehnologia pulverizarii in cdmp magnetron in regim de radio-frecventa
din sistemele compozitionale P,0,-MgO-Ca0O-Na,O [B. Stuart, M. Gimeno-Fabra, J. Segal,
I. Ahmed, D.M. Grant, Preferential sputtering in phosphate glass systems for the
processing of bioactive coatimgs, Thin Solid Films 589 (2015) 549-542], P,0.-MgO-
CaO-Na,O-Fe, O, [B. Stuart, M. Gimeno-Fabra, J. Segal, I. Ahmed, D.M. Grant,
Preferential sputtering in phosphate glass systems for the processing of bioactive
coatings, Thin Solid Films 589 (2015) 549-542), B.W. Stuart, M. Gimeno-Fabra, J. Segal,
I. Ahmed, D.M. Grant, Mechanical, structural and dissolution properties of heat treated
thin-film phosphate based glasses, Appl. Surf. Sci. 416 (2017) 605-617] si P,0,-MgO-
Ca0-Na,0-Ga,0, [B.W. Stuart, C.A. Grant, G.E. Stan, A.C. Popa, J.J. Titman, D.M. Grant,
Gallium incorporation into phosphate based glasses: Bulk and thin film properties, J.
Mech. Behav. Biomed. Mater., 82, (2018), 317-382]. Proprietatile bio-functionale ale
acestor acoperiri nu au fost insa demonstrate pana in prezent.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia, o reprezinta obtinerea de straturi
sacrificiale pe baza de sticla bio-activa fosfatica cu efect antimicrobian extins.

Procedeul de realizare a unuiimplant endoosos cu acoperire sacrificiala din sticla bio-
activa fosfatica resorbabila si antimicrobiana inlatura dezavantajele de mai sus, prin aceea
caare loc are loc utilizarea ca tinta catod a unei pulberi din sistemul compozitional P,0,-CaO-
Na,O-Fe,O, cu co-substitutie dubla de CuO si Ga,O, In concentratii de 2...4 mol% in locul
CaO si respectiv Fe,O,, presata intr-un suport port-{intd metalic, pentru depunerea de filme
subtiri cu grosime minima de 100 nm, pentru degradarea eficace concentratia de Na,O poate
fi variata in intervalul 5...15 mol.%, cu o buna replicare compozitionala si structurala a bioma-
terialului-sursa printr-un proces de pulverizare in cadmp magnetron in regim de radio-
frecventa in atmosfera inerta de argon, operat la o presiune a gazului de lucru cuprinsa in
intervalul 0,8...1,0 Pa, distanta {inta-substrat de 35 mm si temperatura de depunere menti-
nuta sub 100°C.

Extinderea plajei de actiune antimicrobiana a sticlelor bio-active fosfatice, si implicit
a acoperirilor pentru implanturi derivate din acestea, poate fi asigurata prin incorporarea
simultana a doi agenti oxidici antimicrobieni cu actiune singergica: CuO si Ga,O, in con-
centratii de 2...4 mol%. lonii de cupru sunt capabili sa combata dezvoltarea tulpinilor bacte-
riene Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella aecrogenes, Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus si Staphylococcus epidermidis [C. Wu, Y. Zhou, M. Xu, P. Han, L.
Chen, J. Chang, Y. Xiao, Copper-containing mesoporous bioactive glass scaffolds with
multifunctional properties of angiogenesis capacity, osteostimuiation and
antibacterial activity, Biomaterials 34, (2013), 422-433), M. Miola, E. Verné, Bioactive
and Antibacterial Glass Powders Doped with Copper by lon-Exchange in Aqueous
Solutions, Materials 9 (2016) 405), A. Bari, N. Bloise, S. Fiorilli, G. Novajra, M. Vallet-
Regi, G. Bruni, A. Torres-Pardo, J.M. Gonzalez-Calbet, L. Visai, C. Vitale-Brovaroni, C,
Cooper-containing mesoporous bioactive glass nanoparticles as multifunctional agent
for bone regeneration, Acta Biomater. 55 (2017) 493-504), J.V. Rau, M. Curcio, M. G.
Raucci. K. Barbaro, I. Fasolino, R. Teghil, L. Ambrosio, A. De Bonis, A.R. Boccaccini,
Cu-releasing bioactive glass coatings and their in vitro properties, ACS Appl. Mater.
Interfaces 11 (2019) 5812-5820), T.M. Gross, J. Lahiri, A. Golas, J. Luo, F. Verrier, J.L.
Kurzejewski, D.E. Baker, J. Wang, P.F. Novak, M.J. Snyder, Copper-containing glass
ceramic with faigfaantimicrobial efficacy, Nat. Commun. 10 (2019) 1979], in timp ce ionii
de galiu pe cea a P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, S. aureus meticilino-rezistent dar si a
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Clostridium difficile si [S.P. Valappil, D. Ready, E.A. Abou Neel, D.M. Pickup, W.
Chrzanowski, L.A. O'Deli, R.J. Newport, M.E. Smith, M. Wilson, J.C. Knowles,
Antimicrobial gallium-doped phosphate-based glasses, Adv. Funct. Mater. 18 (2008)
732-741), S. Pourshahrestani, E. Zeimaran, N.A. Kadri, N. Gargiulo, S. Samuel, S.V.
Naveen, T. Kamarul, M.R. Towler, Gailiiim-eontaining mesoporous bioactive glass with
potent hemostatic activity and antibaeterial efficacy, J. Mater. Chem. B 4 (2016) 71-86),
S. Sanchez-Salcedo, G. Malavasi, A.J. Salinas, G. Lusvardi, L. Rigamonti, L. Menabue,
M. Vallet-Regi, Highly-bioreactive silica-based mesoporous bioactive glasses enriched
with gallium(lll), Materials 11, (2018), 367].

Ca metoda de depunere a acoperirilor pentru implanturi in cadrul inventiei este
preferata tehnologia pulverizarii in cAmp magnetron in regim de radio-frecventa deoarece
permite atat obtinerea de filme uniforme compozitional si structural pe substraturi de arie
mare, cat si scalarea la nivel de productie industriala, asa cum a fost demonstrat in industria
semiconductorilor si cea a acoperirilor decorative.

Procedeul propus, de realizare de acoperiri cu straturi sacrificiale pe baza de sticla
bio-activa fosfatica, continue, uniforme si poroase si efect antimicrobian, presupune utilizarea
ca tinta catod a unei pulberi din sistemul compozitional P,0,-CaO-Na,O-Fe,O, cu co-
substitutie dubla de CuO si Ga,O, (in concentratji de 2...4 mol%) in locul CaO si respectiv
Fe,O,, presata intr-un suport port-tinta metalic, peniru depunerea de filme subfjri (cu grosime
minima de 100 nm) cu o buna replicare compozitionala si structurala a biomaterialului-sursa
printr-un proces de pulverizare in cAmp magnetron in regim de radio-frecventa in atmosfera
inerta de argon, operat la o presiune a gazului de lucru cuprinsa in intervalul 0,8...1,0 Pa,
distanta tinta-substrat de 35 mm si temperatura de depunere mentinutad sub 100°C.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- permite obtinerea de implanturi endoosoase acoperite cu straturi sacrificiale
bioresorbabile de sticla fosfatica cu aderenta buna la substrat, continue, uniforme si cu
porozitate superficiala, cu deviatii minime de compozitie si structura fata de biomaterialul-
sursa;

- prezenta in compozitia acoperirilor de sticla bio-activa fosfatica atat a CuO catsia
Ga,0, asteptat sa determine o plaja extinsa de actiune antimicrobiana, n timp ce produsii
de degradare ai sticlelor fosfatice sa fie metabolizaii fara efecte adverse;

- viteza de degradare mare a sticlei fosfatice poate fi asigurata din preparare prin
cresterea concentratiei de Na,O in domeniul 5...15 mol% siin cazul acoperirilor pentru
implanturi si prin inducerea suplimentar a unei porozitati superficiale;

- durata si intensitatea efectului antibacterian va fi controlata prin grosimea stratului
sacrificial bioresorbabil de sticla bio-activa fosfatica.

Inventia este prezentata pe larg in continuare cu referire si la fig. 1...5, care
reprezinta:

- fig. 1, morfologia suprafetei unei acoperiri de sticla bio-activa fosfatica evidentiata
prin microscopie de fortd atomica pe arii de: (a) 20 x 20 ym? si (b) 5 x 5 ym?, (c) profilul
topografic pe inaltime corespunzator liniei marcate in imaginea (b);

- fig. 2, compozitia oxidica comparativa a biomaterialului-sursa ({inta catod) si
straturilor de sticla bio-activa fosfatica (determinate pe baza masuratorilor realizate prin
spectroscopie de raze X cu dispersie de energie);

- fig. 3, spectrele de spectroscopie Tn infrarosu cu transformata Fourier comparative
ale (a) biomaterialului-sursa (iinta catod) si (b) filmului de sticla bio-activa fosfatica depus prin
pulverizare in cdmp magnetron;
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-fig. 4, diagramele (a) MTS ale viabilitatii/proliferarii celulare si (b) LDH ale citotoxic-
itatii la 24 h. (1) numar celule fibroblaste umane (Hs27, ATCC® CRL-1634™) insamantate;
(2) control biologic - policarbonat; (3) substrat nefunctionalizat si functionalizat cu strat
sacrificial de sticla bio-activa fosfatica cu grosime de (4) ~ 500 nm si (5) ~ 1000 nm.
Morfologia celulelor Hs27 cultivate substratul functionalizat cu strat sacrificial de sticla bio-
activa fosfatica. Filamentele de actina sunt marcate cu rosu (phalloidin Alexafluor 596), iar
nucleii contracolorati cu albastru (DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole). Obiectiv microscop:
40x;

- fig. 5, diagrama activitatii antibacteriene a straturilor sacrificiale de sticla bio-activa
fosfatica (cu grosimi diferite, ie., ~ 100, ~ 500 si ~ 1000 nm) Tmpotriva tulpinei bacteriene
Gram-pozitive Staphylococcus aureus, comparativ cu controlul (mediul nutritiv fara proba)
si substratul nefunctionalizat.

Fara a limita in vreun fel aria inventiei, este prezentat in continuare un exemplu de
realizare a inventiei, insotit de:

- (i) demonstratia fabricarii de straturi sacrificiale de sticla bio-activa fosfatica
continue, uniforme si poroase prin metoda pulverizarii in camp magnetron in regim de
radiofrecventa dintr-o tinta de pulbere de sticla bio-activa fosfatica cu compozitia (in mol%)
P,0:-50, Ca0-33, Na,0-10, Fe,0,-2, CuO,, Ga,0,-3, si

- (ii) probarii controlului asupra duratei si intensitatii efectului antimicrobian prin
grosimea de strat depus.

Obiectul inventiei, constand in obtinerea de straturi subfiri de sticla bio-activa, s-a
efectuat cu sistemul de depunere prin pulverizare in camp magnetron in regim de radio-
frecventa (1,78 MHz) Vacma, model UVN-75R1.

Tinta catod, constituita de pulberea de sticla fosfatica cu compozitia (in mol%) P,O,-
50, Ca0-33,Na,0-10, Fe,0,-2, CuO-2, Ga,0,-3, afost realizata prin presare intr-o port-tinta
metalica (similar cu solutia din RO 130068 B1). Sticla a fost fabricata prin tehnologia racirii
topiturii. Reactivi de P,O,, CaHPO,, NaH,PO,, FePO, - 2H,0, CuO si Ga,O, (Sigma Aldrich)
au fost amestecati in proporiii definite pentru obtinerea compozitiei dorite. Amestecul
omogen de reactivi a fost preincélzit la 400°C timp de 30 min pentru deshidratare, si apoi
topit in conditii ambientale intr-un creuzet de Pt-Rh 90:10% la 1200°C timp de 2 h. Sticla
fosfatica a fost obtinuta prin racirea brusca pe o placa de otel inoxidabil. Pentru a obtine
pulberi fine (dimensiune medie de particula ~30...50 uym), pretabile presarii, sticla a fost
macinata cu ajutorul unei mori cu bile de agat la o viteza de 600 rot/min, timp de 15 min.

Substraturile metalice pe baza de titan, sub forma de cupoane patrate, au fost
curatate atat ex situ (chimic, prin ultrasonicare in acetona si apoi alcool etilic), cat si in situ
(prin degazare n vid si corodare in plasma de argon) (similar cu solutia din RO 128190 B1),
si apoi fixate paralel cu tinta catod magnetron la o distanta de 35 mm, pentru a impiedica
incalzirea substratului la temperaturi mai mari de 100°C, si deci pentru a induce o conden-
sare rapida a speciilor gazoase pulverizate.

Filmele de sticla bio-activa fosfatica au fost preparate la o presiune a gazului de lucru
de ~ 0,9 Pa in atmosfera inerta de argon de Tnalta puritate (6.0).

Investigatiile microscopice AFM (fig. 1), efectuate cu ajutorul unui echipament sistem
NT-MDT NTEGRA Probe NanoLaboratory (cantilever NT-MDT NSGO01 cu tip de 10 nm) in
modul non-contact, au relevat ca filmele de sticla fosfatica sunt netede (rugozitate R, = 1-2
nm), uniforme si prezinta datorita conditiilor de depunere selectate in cadrul procedeului,
porozitate superficiala (diametru por = 250-600 nm, adancime por = 3-5 nm), determinata
de (/) reducerea energiei cinetice a ad-atomilor ajunsi pe suprafata substratului in cazul
presiunilor mari de depunere si (i/) desorbtiei partiale a P,O, cauzate de caldura de latenta
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de sublimare mai redusa a acestui oxid, comparativ cu celelalte componente oxidice ale
sistemului compozitional de sticla fosfatica (daca la presiune atmosferica, aceasta se
situeaza inintervalul 340...360°C, in conditii de neechilibru termodinamic si presiune scazute
este de asteptat ca valoarea caldurii latente de sublimare sa fie mult mai redusa).

Compozitia chimica elementala a biomaterialului-sursa si a stratului depus prin
pulverizare in camp magnetron au fost determinate prin spectroscopie de raze X cu dispersie
de energie (EDXS), cu ajutorul unei micro-sonde EDAX Inc. atasate unui microscop
electronic de baleiaj, operata la o tensiune de accelerare de 15 kV. Masuratorile au fost reali-
zate pe (cel putin patru) zone cu o arie de 150 x 150 um?, alese aleatoriu pe suprafata probe-
lor analizate. Concentratiile elementale determinate prin EDXS au fost apoi utilizate pentru
calcularea compozitiei oxidice a sticlelor. Aceastea sunt sunt prezentate ca medie
aritmentica + abatere medie patratica in fig. 2. Rezultatele EDXS au pus in evidenta bun
transfer compozitional a biomaterialului-sursa sub forma de strat depus prin pulverizare in
camp magnetron (in limitele de sensibilitate ale tehnicii de analiza EDXS in cazul filmelor
subtiri).

Structura biomaterialului-sursa si a stratului depus prin pulverizare in camp
magnetron a fost evaluata prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR),
utilizand un spectrometru Perkin Elmer Spectrum BX Il. Spectrele de absorbtie IR au fost
achizitionate in domeniul de numere de unda 1450-660 cm™, la o rezolutie de 0,4 cm™.
Pulberea utilizata ca tinta catod (fabricata prin metoda racirii topiturii) si straturile subtiri
depuse prin pulverizare in camp magnetron au prezentat spectre FTIR cu grad inalt de
similitudine (fig. 3), care confirma buna reproducere structurala a biomaterialului-sursa.
Spectrele FTIR ale ambelor structuri sunt caracterizate de prezenta unor maxime de
absorbtie IR specifice sticlelor fosfatice, pozitionate la urmatoarele numere de unda: (i) ~
1280-1278, (i) ~ 1095-1087, (iii) ~ 928-921 si (v) ~ 770-750 cm™, apartinand modurilor de
(/) Intindere asimetrica (v,,) a legaturilor P-NBO in unitatile structurale (PO,) intermediare
Q?, (ii) intindere asimetrica (v,) a legaturilor P-NBO in unitatile structurale (PO,)* terminale
Q', (iv) intindere asimetrica (v,) a legaturilor P-O-P in unitatile Q? si (v) intindere simetrica
(v,) a legaturilor P-O-P in unitatile Q" si Q* [G. Le Saout, P. Simon, F. Fayion, A. Blin, Y.
Vaills, Raman and infrared study of (PbO)x(P20s)(i-x) glasses, J. Raman Spectrosc. 33
(2002) 740-746). R. Ciceo Lucacel, A.O. Hulpus, V. Simon, |. Ardelean, Structural
characterization of phosphate glasses doped with silver, J. Non-Crystal. Solids, 355,
(2009), 425-429].

Testarea aderentei filmelor de sticla bio-activa fosfatica la substratul metalic a fost
realizatd prin metoda pull-off cu ajutorul unei echipament PAThandy produs de
DFD®Instruments, conform metodologiei cuprinse in standardele ASTM-D4541 si 1S04624).
Fracturarea a avut loc de fiecare data la valori de 78,1 + 4,7 MPa in volumul adezivului
utilizat pentru fixarea elementelor de testare pe suprafata stratului de sticla bio-activa
fosfatica. Valoarea se situeaza in zona limitei de rezistenta mecanica la tragere a adezivului,
declarata de producator [https://dfdinstruments.com/e900s-heat-curing-epoxy-
adhesive/]. Astfel, putem deduce ca aderenta stratului de sticla bio-activa fosfatica depus
pe substratul de titan prin pulverizare in cAmp magnetron este mai mare de 78 MPa, valoare
care este situatd cu mult peste valorile minime de 15 MPa si 50,8 MPa, impuse pentru
acoperiri pentru implanturi de cele doua norme existente la nivel mondial: ISO13779-2:2018
si respectiv FDA - STP1196 [T.J. Callahan, J.B. Gantenberg, B.E. Sand, 1994. Calcium
phosphate (Ca-P coating) draft guidance for preparation of food and drug
administration (FDA) submissions for orthopaedic and dental endosseuous implants
A.S. 1196, Editor, American Society for Testing and Materials: Philadelphia].
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Testele de citocompatibilitate s-au desfasurat in conformitate cu standardul 1ISO
10993-5/2009: ,Biological evaluation of medical devices - Part 5: Tests for in vitro
cytotoxicity". Evaluarea citocompatibilitatii straturilor sacrificiale de sticla fosfatica s-a realizat
prin testarea atat a viabilitatii (test MTS) si mortii celulare (test LDH), cat si a morfologiei
celulare (prin marcarea nucleilor si a filamentelor de actina) cu ajutorul microscopiei de
fluorescenta, utilizand o linie de celule fibroblaste umane (Hs27, ATCC® CRL-1634™).

Testele in vitro in culturi de celule fibroblaste umane (Hs27) au aratat ca toate
straturile de sticla fosfatica sunt citocompatibile, promovand proliferarea celulara la nivele
usor inferioare controlului biologic, dar superioare substratului nefunctionalizat (fig. 4a). Din
punctul de vedere al citotoxicitatii (fig. 4b), straturile de sticla fosfatica prezinta nivele de
citotoxicitate reduse, similare celor obtinute pe controlul biologic. Morfologia celulelor a fost
normala in cazul stratului sacrificial de sticla fosfatica (fig. 4c), celulele fiind bine etalate,
prezentand o asezare caracteristica a microfilamentelor de actina si avand nucleii celulari
de dimensiune normala, fara condensari patologice de cromatina. Se observa numeroase
diviziuni celulare (marcate cu sageti galbene in fig. 4c), o dovada suplimentara a bunei
interactii dintre celulele si filmul de sticla fosfatica cu Cu si Ga.

Testarea activitatii antimicrobiene a fost realizata in conformitate cu standardul ISO
22196/2011: “Measurement of antibacterial activity on plastics and other non-porous
surfaces", utilizand o tulpina bacteriana Gram-pozitiva S. aureus (ATCC® 6538). Suspensii
de S. aureus in bulion nutritiv (Sanimed) au fost preparate la o concentratie de 10° CFU/mL.
25 uL de bulion nutritiv, continand 2,5 x 10° CFU viabile au fost depuse pe filmele de bio-
sticla fosfatica si de control. Peste probe a fost asezat un film de plastic inert, steril. Placile
au fost apoi introduse Tn incubator. Dupa 6, 12, 24, 48 si 72 h, 3 ml de bulion nutritiv au fost
adaugati in fiecare godeu si probele au fost raclate complet cu un scruber de cauciuc steril
dedicat pentru a detasa toate celulele bacteriene care ar putea fi incapsulate in biofilm. S-au
preparat dilutii seriate de 10 pentru fiecare situatie studiata, iar din fiecare dilutie de proba
s-au Tnsamantat n placi simple de agar (Sanimed, diametru de 100 mm) cu 1 ml de inocul.
Dupa 24 h de mentinere in incubator, coloniile pe placi au fost numarate. Numarul de CFU
viabile dezvoltate dupa 6, 12, 24, 48 si 72 h in prezenta straturilor sacrificiale de sticla
fosfatica si a controlului au fost calculate cu formula: 3 x dilutia x (numarul mediu de colonii
din placa).

Rezultatele testelelor antibacteriene sunt sumarizate in fig. 5. S-a constatatcala6 h
de la insamantare numarul bacteriilor ramase viabile este acelasi cu cel initial pentru toate
straturile sacrificiale indiferent de grosimea acestora, in timp ce Tn mediul nutritiv si pe
substratul nefunctionalizat, bacteriile intra in faza exponential& de proliferare. Incepand cu
12 h, numarul bacteriilor viabile incepe sa scada (de 2-3 ori), fiind sugerata depasirea
capacitatii de adaptare a bacteriilor la actiunea ionilor terapeutici eliberati. incepand cu 24 h
se constata o diferenta marcanta privind supravietuirea bacteriana pe stratul sacrificial de
~ 100 nm fata de cele de ~ 500-1000 nm, procesul mortii bacteriene fiind accelerat ca
urmare a eliberarii unei cantitati mai mari de ioni prin dizolvarea straturilor mai groase.
Efectul se amplifica la 48 h, mentinandu-se si la 72 h. In mediul nutritiv (proba control) si pe
substratul nefunctionalizat, proliferarea bacteriana prezinta o evolutie exponentiala pana la
48 h, la 72 h atingandu-se un platou. In cazul straturilor sacrificiale de sticla fosfatica cu
grosime de ~ 100 si ~ 500-1000 nm reducerea dezvoltarii bacteriene la 48 h este fata de
fnsamantare cu unul si respectiv doua ordine de marime, iar fata de mediul nutritiv si
substratul nefunctionalizate cu patru sirespectiv sase ordine de marime. Rezultatele demon-
streaza ca durata si intensitatea efectului antimicrobian poate fi controlata prin grosimea de
strat sacrificial depus pe suprafata implantului.
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Astfel, inventia arata ca straturi subfiri sacrificiale bioresorbabile de sticla bio-activa
fosfatica cu porozitate superficiala si compozitie si structura similara biomaterialului-sursa,
aderenta excelentd la substrat, citocompatibile si cu eficacitate antimicrobiana, pot fi
fabricate cu succes prin pulverizare in cAmp magnetron in regim de radio-frecventa. Aceste
acoperiri pentru implanturi endoosoase vor reduce riscul infecfiilor post-chirurgicale la situl
de implantare. Durata si intensitatea efectului antimicrobian poate fi controlata facil din
grosimea de strat subtire depus pe suprafata implantului.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a unui implant endoosos cu acoperire sacrificiala din straturi
din sticla bio-activa fosfatica continue, uniforme, poroase, resorbabile si cu efect anti-
microbian, caracterizat prin aceea ca, are loc utilizarea ca tinta catod a unei pulberi din
sistemul compozitional P,0,-Ca0-Na,O-Fe,O, cu co-substitutie dubla de CuO si Ga,O, in
concentratii de 2...4 mol% in locul CaO si respectiv Fe,O,, pentru degradarea eficace
concentratia de Na,O poate fi variata in intervalul 5...15 mol.%, presarea tintei intr-un suport
port-tinta metalic, pentru depunerea de filme subfiri cu grosime minima de 100 nm, cu o buna
replicare compozitionala si structurala a biomaterialului-sursa printr-un proces de pulverizare
in cAmp magnetron in regim de radio-frecventa in atmosfera inerta de argon, operat la o
presiune a gazului de lucru cuprinsa in intervalul 0,8...1,0 Pa, distanta tinta-substrat de 35
mm si temperatura de depunere mentinuta sub 100°C.
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