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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
structuri poroase pe baza de fosfati de calciu si titanat
de bariu, cu aplicabilitate clinica Tn domeniul ingineriei
tesutului dur. Procedeul, conform inventie, consta in
etapele de: sintez& a sablonului polimeric din retele de
fibre de gelatina prin electrofilare, incarcarea retelelor
de fibre electrofilate cu fosfati de calciu sub ultrasonare
prin 1-3 cicluri de depunere, atasarea de nanoparticule
de titanat de bariu, subultrasonare, cu liofilizare pentru

a rezulta materiale compozite spongioase, tratamentul
termic al compozitelor, in aer, la temperaturi de 800,
1000, respectiv, 1200°C, cu palier la temperaturd
maxima de 2 h, rezultdnd corpuri tridimensionale
poroase cu proprietati structurale, morfologice si bio-
logice adecvate implanturilor osoase.
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Prezenta inventie se refera la un procedeu pentru obtinerea de structuri poroase pe baza
de fosfati de calciu si titanat de bariu prin utilizarea retelelor de fibre electrofilate ca sablon.

Domeniul ingineriei tisulare s-a dezvoltat considerabil in ultimii ani, in special datorita
explordrii biomaterialelor compozite, care asigurad performante superioare in comparatie cu
constituentii unitari (R. Lanza, R. Langer, J. Vacanti, Principles of Tissue Engineering,
Academic Press, 2014). Astfel, pentru a contrabalansa dezavantajele asociate anumitor
materiale cu potential in fabricarea de dispozitive medicale moderne, acestea au fost
combinate cu una sau mai multe faze, impreund generand entitati cu proprietafi imbunététite
(A. Tiwari, M.R. Alenezi, S.C. Jun, AdvancedCompositeMaterials, ScrivenerPublishing,
2016) sau sisteme multifunctionale (I. Kurzina, A. Godymchuk, MultifunctionalMaterials:
DevelopmentandApplication, Trans TechPublications, 2016).

in acest context, familiileceramice si polimerice par a constitui surse inepuizabile de
idei pentru proiectarea si dezvoltarea de implanturi dedicate substitufiei sau reconstructiei
osoase (I.V. Antoniac, Handbook of BioceramicsandBiocomposites, Springer, 2016).
Plecand de la compozifia osului natural, bazatd pe faze minerale cu continut preponderent de
calciu si fosfor, precum si de la microstructura spongioasa specificd ce asigura atit greutate
redusd, cit si rezisten{d mecanicd adecvatd (R. Florencio-Silva, G. Rodrigues da Silva Sasso,
E. Sasso-Cerri, M. JesusSimoes, P.S. Cerri, Biology of Bone Tissue: Structure, Function,
andFactorsthatInfluence Bone Cells, BioMedResearch International 2015 (2015) 421746),
a fost propusd o multitudine de asocieri intre diferite tipuri de fosfati de calciu si polimeri

naturali (J. Li, B.A. Baker, X. Mou, N. Ren, J. Qiu, R.I. Boughton, H. Liu,
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Biopolymer/CalciumPhosphateScaffolds Sor Bone Tissue Engineering,
AdvancedHealthcareMaterials 3 (2014) 469-484) sau polimeri sintetici bioresorbabili (S.1.
Jinga, A.l. Zamfirescu, G. Voicu, M. Enculescu, A. Evanghelidis, C. Busuioc, PCL-
ZnO/TiOyHApElectrospunCompositeFibreswithApplications in Tissue Engineering,
Polymers 11 (2019) 1793).

in continuare, pentru a copia cit mai fidel cu putinta aspectul poros al tesutului dur
natural, s-a apelat la o gami largd de substante generatoare de gaz (S.I. Jinga, I
Constantinoiu, V.A. Surdu, F. Iordache, C. Busuioc, Sol-Gel-Derived Mineral
Scaffoldswithin SiO,—P,05;—CaO0-MgO-ZnO-CaF,System, Journal of Sol-Gel Scienceand
Technology 90 (2019) 411-421; E.P. Erasmus, R. Sule, O.1. Johnson, J. Massera, I
Sigalas, In Vitro Evaluation of PorousBorosilicate, BorophosphateandPhosphate Bioactive
GlassesScaffoldsFabricatedUsingFoaming Agent for Bone Regeneration, ScientificReports
8 (2018) 3699), tehnici dedicate producerii de goluri (J. An, J.E.M. Teoh, R. Suntornnond,
C.K. Chua, Design and 3D Printing of ScaffoldsandTissues, Engineering 1 (2015) 261-268,
I. Jun, HS. Han, J.R. Edwards, H. Jeon, ElectrospunFibrousScaffolds for Tissue
Engineering: Viewpoints on ArchitectureandFabrication, International Journal of
Molecular Sciences 19 (2018) 745) sau variate modele de sabloane(4.D. Draghici, C.
Busuioc, A. Mocanu, A.l. Nicoara, F. Iordache, S.I. Jinga, CompositeScaffoldsBased on
CalciumPhosphatesand Barium
TitanateObtainedthroughBacterialCelluloseTemplatedSynthesis, MaterialsScienceand
Engineering C 110 (2020) 110704; C. Busuioc, C.D. Ghitulica, A. Stoica, M. Stroescu, G.
Voicu, V. Ionita, L. Averous, S.I. Jinga, CalciumPhosphatesGrown on
BacterialCelluloseTemplate, Ceramics International 44 (2018) 9433-9441; C. Busuioc, M.
Stroescu, A. Stoica-Guzun, G. Voicu, S.I. Jinga, Fabrication of 3D
CalciumPhosphatesBasedScaffoldsUsingBacterialCellulose ~as  Template, Ceramics
International 42 (2016) 15449-15458) care sd permitd obfinerea unor materiale
tridimensionale poroase; dimensiunea, forma, distributia si interconectarea porilor trebuie s
favorizeze procesele naturale de la interfata implant -tesut viu (Q.L. Loh, C. Choong, Three-
Dimensional Scaffolds for Tissue Engineering Applications: Role of PorosityandPoreSize,
Tissue Engineering B 19 (2013) 485-502).
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Dupai rezolvarea aspectelor de bazi in ceea ce priveste optimizarea componentei si a
aspectului, atentia s-a indreptat citre dezvoltarea de biomateriale inteligente, care fac posibild
stimularea externd a micromediului fiziologic, astfel incat acesta si ofere conditii benefice
pentru metabolismul celular. In acest sens, diferite categorii de materiale cu proprietiti
electrice sau magnetice au fost integrate in sistemele care si-au demonstrat deja eficienta in
domeniul ingineriei tesutului dur (Y. Tang, C. Wu, Z. Wu, L. Hu, W. Zhang, K. Zhao,
Fabricationand in Vitro BiologicalProperties of Piezoelectric Bioceramics for Bone
Regeneration, ScientificReports 7 (2017) 43360;S.G. Bahoosh, S. Trimper, J.M.
Wesselinowa, Origin of Ferromagnetism in BaTiOz;Nanoparticles, Physica Status Solidi 5
(2011) 382-384).

Printre marea varietate de tehnici dedicate producerii de structuri tridimensionale
poroase, electrofilarea este cea mai abordatid datoritd simplitdtii ei, dar si a faptului ca
genereaza materiale cu raport mare suprafatd/volum si microstructurad adecvatd implanturilor
osoase; pe scurt, materiale ce raspund cerintei de biomimetism (R. Khajavi. M. Abbasipour,
A. Bahador, ElectrospunBiodegradableNanofibersScaffolds for Bone Tissue Engineering,
Journal of AppliedPolymerScience 133 (2016) 42883).

Biopolimerii au intrat in lumina reflectoarelor in ultima perioadd datoritd
sisteme avansate pentru diferite sectoare ale ingineriei tisulare, de la eliberarea de molecule
bioactive, pand la proprietiti mecanice imbunititite (M. Niaounakis, Biopolymers:
ApplicationsandTrends, Elsevier, 2015). In acest context, gelatina reprezinti o proteini de
origine naturald, derivatd prin hidroliza colagenului, si poate fi usor procesatid in vederea
dezvoltdrii de dispozitive cu aplicatii medicale (4. Selaru, D.M. Dragusin, E. Olaret, A.
Serafim, D. Steinmuller-Nethl, E. Vasile, H. Iovu, I1.C. Stancu, M. Costache, S. Dinescu,
FabricationandBiocompatibilityEvaluation of Nanodiamonds-
GelatinElectrospunMaterialsDesigned for Prospective TissueRegenerationApplications,
Materials 12 (2019) 2933; A. Serafim, S. Cecoltan, A. Lungu, E. Vasile, H. Iovu, I.C.
Stancu, ElectrospunFishGelatinFibrousScaffoldswithImprovedBio-
InteractionsDuetoCarboxylatedNanodiamondLoading, RSC Advances 5 (2015) 95467-
95477, M.C. Echave, L. SaenzdelBurgo, J.L. Pedraz, G. Orive, Gelatin as Biomaterial for
Tissue Engineering, CurrentPharmaceutical Design 23 (2017) 3567-3584).
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Pe de alti parte, fosfatii de calciu prezintd mare interes datoritd bioactivitafii si
exploatati in toate formele posibile, de la particule si fibre, pana la acoperiri §i corpuri masive
poroase sau dense (F. Ridi, I. Meazzini, B. Castroflorio, M. Bonini, D. Berti, P. Baglioni,
FunctionalCalciumPhosphateComposites in Nanomedicine, Advances in
ColloidandInterfaceScience 244 (2017) 281-295). In aceasti mare familie, cei mai cunoscuti
reprezentanfi  sunt:  hidroxiapatita  (Ca;o(PO4)s(OH),), fosfatul  dicalcicdihidrat
(CaHPO4 2H,0), fosfatul octacalcic (CagH,(PO4)s SH,0), fosfatul dicalcic (CaHPO,), fosfatul
tricalcic (Ca3(PO,),), fosfatul tetracalcic (Ca;O(POs),) si pirofosfatul de calciu (CayP,07) (4.R
Boccaccini, PX. Ma, Tissue Engineering UsingCeramicsandPolymers,
WoodheadPublishingSeries in Biomaterials, 2014).

Trecand la posibilitatea stimuldrii locale in zona afectatd, acest lucru poate fi realizat
prin utilizarea unor materiale piezoelectrice, feroelectrice sau feromagnetice, care distribuite in
mod controlat §i activate prin aplicarea unor cdmpuri electrice sau magnetice externe, vor
imbunatiti viteza si calitatea regenerarii tesutului prin modificarea rutelor biologice parcurse
de celule (V. Buscaglia, C.A. Randall, SizeandScalingEffects in Barium Titanate. An
Overview, Journal of the European ~ Ceramic _Society (2020)
https://doi.org/10.1016/j.jeurceramsoc.2020.01.021). Un astfel de exemplu este titanatul de
bariu, o ceramica cu o varietate de structuri cristaline i tranzitii polimorfe, ceea ce ii confera o
serie de caracteristici unice, extrem de compatibile cu multiple domenii ale tehnologiei (C.
Busuioc, G. Voicu, S.1. Jinga, V. Mitran, A. Cimpean, The Influence of Barium Titanate on
theBiologicalProperties of Collagen-HydroxiapatiteCompositeScaffolds, MaterialsLetters
253 (2019) 317-322; A.V. Zanfir, G. Voicu, C. Busuioc, S.1. Jinga, M.G. Albu, F. Iordache,
New Coll-HA/BT CompositeMaterials for Hard Tissue Engineering, MaterialsScienceand
Engineering C 62 (2016) 795-805; A.V. Zanfir, G. Voicu, S.I. Jinga, E. Vasile, V. Ionita,
Low-Temperature Synthesis of BaTiO;Nanopowders, Ceramics International 42 (2016)
1672-1678).

Concluzionand, microstructura unuisubstitut de os trebuie si raspunda cerintelor legate
de proportiasi modul de asamblare amacroporilor pentru a permitepenetrarea celulelor, precum
si celor asociate proprietitilor mecanice specifice unui ansamblu semirigid ce asigura

integritatea locald a tesutului. Ca urmare, prezenta invenfie propune un nou procedeu de
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obtinere a unor structuri tridimensionale poroase pe baza de fosfati de calciu si titanat de bariu,
aceasta fiind prima tentativa de acest gen din domeniu. Prezentul procedeu se bazeazi pe
utilizarea unor retele de fibre electrofilate ca sablon si agent porogen concomitent, care sunt
incarcate/decorate cu faze minerale prin sinteza chimica in solufie sau atasare din suspensiesi
ulterior sunt eliminate din sistem prin tratament termic.

Prima etapa constd in sinteza retelelor de fibre de gelatind. Acestea au fost obtinute
prin tehnica electrofilarii dintr-o solutie apoasd de gelatind de peste 70 %, parametrii de
procesare fiind urmadtorii: debit de alimentare 7 pL/min, tensiune aplicatd 21 kV, vitezd de
deplasare a acului S mm/s, respectiv vitezi de rotatie a colectorului 70 rpm. Pentru stabilizarea
retelelor de fibre fatd de mediile apoase, acestea au fost supuse unui proces de reticulare prin
imersare in solutie etanolica de glutardehida 0,5 % timp de 4 zile, dupa care au fost spalate in
etanol timp de 3 zile si apoi in apd distilata timp de 2 zile.

in cea de-a doua etapd, sabloanele cu structurd tridimensionala fibroasi (Figura 1) au
fost incércate cu fosfati de calciu, rezultdnd un compozit hibrid alcétuit dintr-o refea de fibre
polimerice distribuite aleatorsi acoperite cu un strat de fosfati de calciu avand diferite
compozitii, cel mai probabil o combinatie intre brusitda (CaHPO4-2H,0) ca fazd majoritara si
hidroxiapatita(Ca;o(PO4)s(OH);) ca fazi minoritard. Un ciclu de depunere a presupus
incédrcarea fazelor minerale pe sablon printr-o reactie chimicd in mediu lichid. Mai intai,
retelele de fibre electrofilateau fost imersate in 100 mL solutie apoasd de clorurd de
calciu(CaCly) 0,5 M, cu pH-ulajustat la 10-11 cu o solutie de hidroxid de amoniu (NH4OH),si
menfinute sub ultrasonare timp de 15 min. Apoi, refelele au fost imersate in 100 mL solutie
apoasa de fosfat dibazic de sodiu (Na,HPO,) 0,5 M timp de incd 15 min, sub ultrasonare.
Aceastd sintezd in doi pasi reprezintd un ciclu de depunere; pentru realizarea mai multor
cicluri, au fost repetate in aceeasi ordine procedurile de imersare in solutiile cu confinut de
Ca™, respectiv PO4>". Analizele au indicat existenta de fosfati de calciu cu morfologie fina,
afanatd, sub forma de ace sau folii subtiri, ambele tipuri de entitdti fiind dispuse radial in
raport cu axa principali a fibrelor. In functie de numirul de cicluri de depunere aplicate,
gradul de incédrcare cu materialefosfatice poate fi controlat, astfel incat stratul de acoperire a
fibrelor si atingi grosimea dorita (Figura 2).

Cea de-a treia etapd a presupus decorarea compozitelor hibride obfinute in etapa

anterioard cu nanoparticule de titanat de bariu sintetizate prin combinarea metodei sol-gel cu
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un tratament hidrotermal. Astfel, gelul uscat, format in urma proceselor de hidroliza si
policondensare, a fost autoclavizat la 120 °C timp de 24 h, rezultdnd o pulbere alcétuitd din
particule cvasisferice, cu diametrul sub 20 nm si structurd cristalind tetragonald. Retelele de
fibre electrofilate au fost imersate in 100 mL suspensie apoasa contindnd 1 g de nanoparticule
de titanat de bariu si mentinute sub ultrasonare timp de 15 min. Probele rezultate au fost
liofilizate (proces de inghetare-uscare in conditii standard) pentru a conserva structura
tridimensionala poroasa a sablonului si a obtine materiale compozite spongioase. Analizele au
confirmat atasarea fizica aleatoare a nanoparticulelor de titanat de bariu la refeaua de fibre
electrofilate incarcatd cu fosfati de calciu, acestea prezentandu-se ca agregate cu diferite
marimi si forme (Figura 3)

Avantajele prezentului procedeu constau in:omogenitatea ridicati a depunerii de fosfati
de calciu datorita contactului la nivel ionic dintre reactanti in mediul lichid de sinteza;
utilizarea unor nanoparticule de titanat de bariu cu simetrie cristalina tetragonald, care ar putea
raspunde unor stimuli electrici sau/gi magnetici externi, astfel incat micromediul fiziologic sa
devind mai atractiv pentru celule;aplicarea ultrasunetelor pentru a favoriza penetrarea
solutiilor, respectiv a suspensiei precursoare in volumul refelelor de fibre electrofilate si a
garanta obtinerea unui material omogen.

In ultima etapa a procedeului, compozitele descrise anterior (retele de fibre
electrofilate-strat de fosfati de calciu - nanoparticule de titanat de bariu) au fost tratate termic
in aer, in diferite conditii experimentale, cu scopul de a indepdrta prin ardere sablonul
polimeric, a favoriza cristalizarea fosfatilor de calciusi a genera structuri anorganice poroase
cu variate morfologii.Totodatd, a fost vizati atingerea unei rezistente mecanice potrivite
aplicatiilor de tip substitut de os. In Tabelul 1 sunt cuprinse citeva exemple de valori ale
parametrilor de tratament termic pentru obfinerea de structuri tridimensionale poroase pe baza
de fosfati de calciu si titanat de bariu prin procedeul ce face obiectul prezentei inventii.

In continuare, sunt redate cateva exemple de realizare a inventiei, mai exact
caracteristicile morfologice ale entitdtilor poroase pe baza de fosfati de calciu si titanat de
bariurezultate (Figurile 4, 5 si 6). Analizdnd imaginile de microscopie electronici,poate fi
evaluati influenta temperaturii de tratament termic asupra microstructurii, mai exact proportia
porozitdtii, dimensiunea, geometria si distributia porilor, precumsi mirimea, forma si

interconectarea granulelor.
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Corpurile investigate sunt alcatuite din granule rotunjite sau alungite, care se unesc
pentru a forma un schelet tridimensional, suprapus peste o retea de pori ramificati
interconectati, si a asigura rezistenta necesard in aplicatii ce presupun sarcini mecanice
frecvente. Cresterea temperaturii de tratament termic favorizeaza difuzia materialului,
conducdnd la scdderea porozitatii, aparitia de granule mai mari §i punti de legéturad intre
acestea mai extinse, ceea ce este echivalent cu un material mai densificat, cu legéituri mai
puternice intre componente si efecte benefice asupra proprietétilor mecanice. Pe de alta parte,
marirea numarului de cicluri de depunere chimicd determina, dupd cum era de asteptat,
obtinerea unui material cu un continut mai redus de pori, insd cu rezistenfd mecanica
semnificativ mai mare. Nu in ultimul rand, integrarea nanoparticulelor de titanat de bariu pare
a modifica termodinamica procesului, in sensul evidentierii unei dispuneri speciale in spatiu a
granulelor si a unuicaracter spongios; acest aspect poate potenta raspunsul biologic prin cel
putin doud modalitati: pe de o parte pune la dispozitia celulelor o interfatad extinsa, iar pe de
altd parte poate fi realizati o stimulare externd prin mijloace de naturd electricad sau/si

magnetica.

Tabelul 1. Parametrii de tratament termic pentru obtinerea destructuri poroase

pe baza de fosfati de calciu si titanat de bariu prin procedeul ce utilizeazasablon.

20-300°C — 60 °C/h
Vitezi de incilzire 300 - 600 °C — 120 °C/h
600 - 800/1000/1200 °C — 600 °C/h

800 °C
Temperaturd maximéa 1000 °C

1200 °C
Palier la temperatura maximi 2h

5
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Figura 1. Imagini de microscopie electronica la diferite mariri aleretelei de

fibre electrofilate folosite ca sablon pentru obtinerea de structuri minerale poroase.

Figura 2. Imagini de microscopie electronici ale retelelor de fibre electrofilate

incdrcate cu fosfafi de calciu: un ciclu (stinga) si trei cicluri (dreapta).
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Figura 3. Imagini de microscopie electronici ale retelelor de fibre electrofilate
incarcate cu fosfati de calciu si titanat de bariu: imagine pe baza de electroni

secundari (stanga) si imagine pe baza de electroni retroimprastiati (dreapta).

Figura 4. Imagini de microscopie electronicd ale structurilor poroase pe baza de

fosfati de calciu obtinute prin aplicarea a unui ciclu si a unui tratament termic la:

800 °C (stanga) si 1000 °C (dreapta).
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Figura 5. Imagini de microscopie electronica ale structurilor poroasepe baza de

fosfati de calciu obtinute prin aplicarea a trei cicluri si a unui tratament termic la:

800 °C (stanga sus), 1000 °C (dreapta sus) si 1200 °C (mijloc jos).
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Figura 6. Imagini de microscopie electronica ale structurilor poroase pe baza de

fosfati de calciu si titanat de bariu obtinute prin aplicarea a trei cicluri si a unui

tratament termic 1a:800 °C (stanga sus), 1000 °C (dreapta sus) si 1200 °C (mijloc jos).
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REVENDICARILE

Procedeu pentru obtinerea de structuri poroase pe baza de fosfati de calciu si titanat de
bariu, utilizate ca implanturi compozite anorganice in scopul repararii sau regenerdrii fesutului
0s0s, care constd in: sinteza sablonului polimeric (retele de fibre de gelatind) prin electrofilare;
incércarea retelelor de fibre electrofilate cu fosfati de calciu prin imersare in solutie de clorura
de calciu (CaCly)si ulterior in solutie de fosfat dibazic de sodiu(Na,HPOj), intregul proces
desfasurandu-se subultrasonare; atasarea de nanoparticule de titanat de bariu la retelele de
fibre electrofilate incarcate cu fosfati de calciu prin imersare in suspensia corespunzatoare, sub
ultrasonare; tratamentul termic al compozitelor hibride rezultate in diferite conditii
experimentale in vederea obtinerii de corpuri tridimensionale poroase. Procedeul este
caracterizat prin aceea ci utilizeazd materiale ieftine si larg disponibile, apeleaza la tehnici
simple si accesibile, pe cand proprietitile structurale, morfologice si biologice ale structurilor
finale pot fi adaptate particularitatilor clinice ale fiecarui pacient, cu reducerea semnificativda

perioadei de vindecare si imbunatatirea calitatii vietii in timpul recuperarii.
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