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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei
acoperiri de hidroxiapatitd dopata cu magneziu intr-o
matrice de chitosan (MgHAp-CTS)cu aplicatii biomedi-
cale. Procedeul, conform inventiei, consta in etapele
de: sinteza a suspensiei de Mg HAp-CTS prin metoda
de co-precipitare latemperatura camerei folosind azotat
de calciu tetrahidrat, azotat de magneziu hexahidrat,
etanol absolut si apa distilata, adaugarea solutiei prin
picurare intr-o solutie de fosfat acid de amoniu si
chitosan, adaugarea de hidroxid de amoniu si mentine-
rea pH-ul solutiei la valoarea 11, agitarea suspensiei de

MgHAp-CTS timp de 24 h la temperatura de 100°C,
urmatéd de depunerea prin imersie, pe un suport de
sticla a 3 straturi succesive de acoperire, fiecare strat
fiind uscat la 80°C timp de 4 h, tratament termic la
500°C timp de 1 h si racire cu o viteza de 5°C/m, din
care rezulta un strat de acoperire cu distributie uniforma
si omogena a elementelor constituente: Ca, P, Mg, O,
cu proprietati biologice semnificativ imbunatatite.
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OBTINEREA SI CARACTERIZAREA STRATURILOR SUBTIRI DE
HIDROXIAPATITA DOPATA CU MAGNEZIU INTR-O MATRICE DE CHITOSAN
OBTINUTE PRIN TEHNICA DE ACOPERIRE PRIN IMERSIE

Prezentul brevet se refera la obtinerea si caracterizarea straturilor de hidroxiapatita dopata
cu magneziu intr-o matrice de chitosan printr-o procedura de acoperire prin imersie. Suspensia de
hidroxiapatita dopata cu magneziu intr-o matrice de chitosan pentru realizarea straturilor a fost
obtinuta folosind o metoda de co-precipitare adaptata. Pentru a dezvolta materiale bioceramice cu
proprietati mecanice, fizico-chimice si biologice imbunatatite s-au depus eforturi sustinute in
scopul folosirii acestora in aplicatii biomedicale [1-5]. Mai mult, un efort continuu se desfasoara
la scara globala pentru realizarea de noi materiale, cum ar fi dezvoltarea de inlocuitori ai oaselor
care sa aiba proprietatile fizico-chimice si structurale ale oaselor naturale [6] si care sa conduca la
folosirea acestora in diferite aplicatii ortopedice sau dentare scazand riscul infectiilor
pestoperatorii. Cunoscut fiind faptul ca sarurile minerale din compozitia osului sunt reprezentate
de fosfatul de calciu (CaPOs) iar hidroxiapatita (Cas(PO4)3;OH) este cea mai importanta substanta
cristalina, hidroxiapatita, (HAp), a fost folosita des in aplicatii medicale in ciuda existentei unor
diferente importante intre structura osului si HAp dezvoltata in laborator [7]. Astfel, in scopul de
a imbunati proprietati ale HAp cum ar fi: osteoconductivitatea, osteointegrarea, proprietatile
mecanice, eficienta implantului si proprietatile antimicrobiene [8-9], in ultimiii ani au fost
introdusi in structura HAp o serie de ioni precum F-, Cl-, Na*,K*, Mg?*, Sr**, Ba**, AI**, Mn**,
Cu?*,Zn**, Ag®, Ce’*,Eu**, Sm**[10-18]. Printre diferitii ioni metalici care pot fi folositi ca dopanti
in structura HAp cei mai studiati sunt Ag*,Sr?*, Zn?*, Mg?*, Cu®* pentru capacitatea lor de a conferi
HAp proprietati biologice mai inalte precum: osteoconductivitatea, osteogenicitatea,
angiogenitatea impreuna cu proprietati mecanice imbunatatite. In particular magneziul este
considerat a fi un excelent ion substituent in mare parte si datorita faptului ca este considerat a fi
cel de-al patrulea element ca abundenta in organismal uman cu un raport intre 0.44 si 1.23
greutate% iar in oase este gasit intr-o proportie de 0.72% gretutate % [17,18]. In plus magneziul
este un element esential care se afla in orice fiinta vie si mai mult de 100 de enzime isi

conditioneaza reactiile catalitice de prezenta ionilor de magneziu.
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In plus, un deficit de magneziu induce afectiuni ale scheletului o scadere a activitatii osteoblaste
si osteoclastice si este responsabil de aparitia unor afectiuni ca osteopenia si fragilitatea osoasa
[3,19]. lata, de ce, folosirea ca dopant pentru HAp a ionilor de Mg constituie o dezvoltare a unui
nou material cu proprietati biologice semnificativ imbunatatite (osteogenice, osteoconductive,
antimicrobiene) precum si cu proprietati mecanice care au o influenta explicita asupra
metabolismului mineral, asupra proceselor de dizolvare a cristalelor si asupra proceselor de
biodegradare [19-20]. In plus, datorita faptului ca magneziu a fost raportat ca prezentand
proprietati osteogenice si angiogenice imbunatatite, folosirea hidroxiapatitei dopate cu Mg a fost
extinsa in obtinerea acoperirilor biologice pentru implanturile dentare si ortopedice [8, 21]. Pe de
alta parte, chitosanul este o polizaharida cu proprietati antimicrobiene dovedite fiind larg folosita
in agricultura, vinificatie (pentru a preveni alterarea vinului), in filtrarea apei dar si in medicina
pentru proprietatile lui antihemostatice si antimicrobiene. Metoda de obtinere a hidroxiapatitei
dopate cu magneziu (CaxsxMgx(POs)s(OH)2) intr-o matrice de chitosan in suspensie unde
xMg=0.25 a condus la o buna stabilitate si omogenitate a suspensiei ceea ce a permis realizarea de
acoperiri omogene cu proprietati antimicrobiene. Hidroxipatita dopata cu magneziu intr-o matrice
de chitosan a fost sintetizata folosind: azotat de calciu tetrahidrat Ca(NO3),*4H,0, fosfat acid de
amoniu (NHi4):HPQ4, azotat de magneziu hexahidrat Mg(NO3)2¢6H20, hidroxid de amoniu
NH4OH, chitosan, etanol absolut si apa bidistilata. Pentru a obtine suspensia de hidroxiapatita
dopate cu magneziu intr-o matrice de chitosan MgHAp-CTS s-a folosit o metoda de co-precipitare
adaptata [22], sinteza avand loc la temperature camerei. Cantitatea de magneziu a fost xm=0.25,
iar rapoartele molare Ca/P si (Ca+Mg)/P au fost egale cu 1.67. Solutia obtinuta prin dizolvarea
Ca(NO3)224H20 si Mg(NO3)226H20 in etanol a fost adaugata prin picurare intr-o solutie de
(NHa4)2HPO;4 si chitosan (3%). Prin adaugarea de NH4OH, pH-ul solutiei a fost mentinut constant
la valoarea de 11 tot timpul procesului de sinteza. Solutia finala notata ca MgHAp-CTS a fost
agitata pentru 24 ore la 100°C inainte de a obtine acoperirile. Straturile subtiri de MgHAp-CTS au
fost preparate prin metoda de acoperire prin imersie pe suporti de sticla. [n acest sens, suportii de
sticla au fost pregatiti prin spalare cu apa deionizata. Acoperirile s-au realizat in conditii de

presiune si umiditate atmosferica normale.
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Evaporarea solventului a fost controlata de conditiile atmosferice. Evaporarea solventului a
condus la un process de gelatinare si la formarea unui film transparent. Au fost depuse trei straturi
succesive de MgHAPp-CTS pe substrat de sticla. Fiecare strat a fost uscat la 80°C pentru 4 ore. In
final, a fost realizat un tratament termic la 500°C pentru o ora. Racirea a fost facuta la o viteza de
5 9C/min. Calitatea si proprietatile straturilor subtiri astfel obtinute au fost investigate prin analiza
principalelor caracteristici fizico chimice si biologice. Astfel au fost folosite metode de analiza
precum: microscopia electronica de transmisie (MET), spectroscopia de fotoelectroni de raze X
(XPS), microscopia electronica de baleiaj (MEB), microscopia de forta atomica (AFM),
microscopia optica, estimarea activitatii antimicrobiene fata de tulpinile microbiene S.aureus, E.
coli si C. albicans. Estimarea proliferarii celulare si a viabilitatii a fost facuta prin testul MTT.
Analiza citotoxicitatii in vitro a fost facuta folosind linia de celule osteoblaste fetale umane.
Analiza suprafetei stratului de MgHAp-CTS depus pe sticla indica o suprafata omogena dupa cum
se poate observa in Figura 1(a) din imaginea de microscopie electronica de baleiaj (MEB). In
Figurile 1b-e se prezinta distributia elementelor realizata prin spectroscopia tip EDS. Se poate
observa ca elementele prezente au fost Ca, P, O si Mg. Imaginea de cartografiere a suprafetei
filmului subtire arata ca toate elementele constituente sunt distribuite uniform, suprapunerea lor
fiind prezentata in Figura 1f. Reprezentarea 3D prezentata in Figura 2 a topografiei suprafetei,
demonstreaza formarea unui strat uniform fara fisuri sau alte imperfectiuni. De asemenea in Figura
2 este ilustrata clar distributia uniforma si omogena a elementelor constituente Ca, P, Mg, O.
Morfologia filmelor subtiri de MgHAp-CTS analizata prin topografia AFM este prezentata in
Figura 3 unde atat imaginea 2D cat si reprezentarea 3D arata ca suprafata stratului subtire are o
structura uniforma, fara fisuri sau rupturi in strat. In plus, rezultatele AFM evidentiaza ca
topografia suprafetei pentru straturile de MgHAp-CTS este omogena cu o rugozitate avand

valoarea Rrms= 52.25 nm.
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Morfologia straturilor depuse a fost analizata, de asemenea, folosind microscopia optica si
metalografica. Imaginea optica a suprafetei stratului depus este prezentata atat 2D cat si 3D in
Figura 4 indicand ca depunerea realizata prin tehnica descrisa este uniforma fara fisuri sau rupturi
vizibile, respectiv discontinuitati in strat. Informatii complementare privind morfologia de
suprafata a straturilor subtiri au fost obtinute folosind microscopia metalografica dupa cum este
prezentat in Figura 5 atat in reprezentare 2D cat si 3D. Aceste reprezentari au confirmat ca
acoperirile au o morfologie uniforma, sunt omogene si continue fara rupturi sau fisuri. Analiza
XPS a straturilor a fost realizata cu radiatie monocromatica Al Kq (hv=1486.6 eV) la o presiune in
camera de analiza de p~ 3+107 torr, cu o fereastra de energie w=20eV la o rezolutie R=20 eV si
inregistrand 400 de canale, procesarea datelor facandu-se folosind Spectral Data Processor v 2.3
(SDP) [22]. In Figura 6 se prezinta atat spectrul XPS al probei MgHAp-CTS cat si sectre ;e XPS
de inalta rezolutie pentru Mg 1s si Mg 2s. Dupa cum se poate observa, componenta metalica
situate in jurul energiei de legatura de 1303 eV nu a fost observata. Energia de legatura de Mg 2p
este usor mai mare decat in oxid. Picul de 1305 eV ar putea indica legaturile de Mg?* cu PO42-.
Spectrul XPS Mg 2p indica un singur maxim asociat energiei de legatuta ce are valoarea in jur de
50.32 eV (Figura 6b). Maximul asociat energiei de legatuta din jurul valorii de 49 eV asociat Mg
metalic nu este observant. Maximul asociat energiei de legatura de la 50.34 eV indica legatura
Mg?* cu PO4%. Studiul activitatii antimicrobiene a fost realizat uilizand tulpini Gram-pozitive si
Gram negative precum Staphylococcus aureus si Escherichia coli si o tulpina levurica de Candida
albicans. Rezultatele testelor antimicrobiene privind efectul inhibitor asupra dezvoltarii de unitati
formatoare de colonii (UFC) in prezenta probelor de MgHAp-CTS sunt prezentate in Figura 7 (a-
b). Studiile antimicrobiene indica ca cel mai bun efect inhibitor al UFC-urilor de catre materialele
studiate a fost obtinut in cazul Candida albicans ATCC 90029. Mai mult decat atat, studiile au
aratat ca straturile subtiri de MgHAp-CTS au prezentat un efect antimicrobian mai puternic fata
de microorganismele testate in comparatie cu straturile subtiri de HAp. Testele antimicrobiene
demonstreaza ca straturile de MgHAp-CTS prezinta proprietati fungicide dupa 48 ore de la
incubarea fata de tulpina fungica C. albicans ATCC 90029. Straturile subtiri de MgHAp-CTS au
inceput sa inhibe dezvoltarea UFC-urilor pentru toate tulpinile microbiene testate inca din primele

8 h de la incubare.
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Datele obtinute din studiile cantitative antimicrobiene indica ca straturile de MgHAp-CTS sunt
eficiente in inhibarea dezvoltarii de UFC ale tulpinilor testate.Rezultatele au evidentiat o usoarea
scadere a numarului de UFC in cazul straturilor HAp pentru C. albicans si S. aureus dupa 24 h de
incubare iar acest fenomen poate fi datorat atat prezentei ionilor de siliciu din substratul de sticla
cat si a interactiilor HAp-subtrat. Astfel, conform rezultatelor, activitatea antimicrobiana a
probelor MgHAp-CTS este corelata cu prezenta ionilor de magneziu. Efectele citotoxice ale
straturilor de MgHAp-CTS obtinute din suspensii stabile au fost determinate prin testul MTT
utilizand linia celulara de celule fetale umane (hFOB 1.19) si sunt prezentate in Figura 8. Dupa
cum se poate observa straturile subtiri prezinta valori excelente ale viabilitatii la 4 zile si la 7 zile.
Viabilitatea celulor hFOB 1.19 incubate cu straturile subtiri de HAp si MgHAp-CTS au prezentat
o tendinta de crestere mai mare fata de viabilitatea celulor hFOB 1.19 incubate cu substratul de
sticla. Mai mult decat atat, din studiile de citotoxicitate s-a observat o mai buna proliferare a
celulelor hFOB 1.19 incubate cu straturile subtiri de MgHAp-CTS comparativ cu probele de HAp,
fapt atribuit prezentei ionilor de Mg in structura HAp. Figura 8 arata ca de-a lungul perioadei de
incubatie cu probele de MgHAp-CTS viabilitatea celulara a culturilor de hFOB 1.19 a fost dupa
4 zile, de aproximativ 80%, in timp ce dupa 14 zile viabilitatea lor creste la 96% in raport cu
controlul. Probele pe baza de HAp au prezentat o viabilitate de aproximativ 76% dupa 4 zile de
incubatie atingand 82% dupa 7 zile iar dupa 14 zile viabilitatea celulara pentru straturi era de 8§6%.
Dupa 14 zile, diferenta intre viabilitatea celulara a celulelor hFOB 1.19 incubate cu HAp si
MgHAp-CTS devine semnificativ mai mare decat viabilitatea celulara a celulelor hFOB 1.19
incubate cu substratul de sticla, fapt care indica ca probele de MgHAp-CTS prezinta o buna
biocompatibilitate si proprietati bioactive. Pe de alta parte, un exces de Mg ar putea produce
radicali hidroxil (*OH) si anioni de tipul Oz care ar putea cauza inactivarea proteinelor si chiar
apoptoza celulelor [23]. Totusi, tinand cont de substitutia preferentiala a Mg in pozitia Ca(Il) din
structura HAp [24], riscul de a avea o cantitate mare de Mg scade considerabil si chiar devine
inexistent. Astfel, toate straturile subtiri de MgHAp-CTS constitutie un mediu excelent pentru
proliferarea celulelor primare osteoblaste hFOB 1.19. Se poate trage concluzia ca straturile subtiri
obtinute din suspensiile stabile MgHAp-CTS prin imersie au proprietati antimicrobine bune ceea

ce le face candidati ideali pentru dezvoltarea de noi dispozitive antimicrobiene medicale.
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REVENDICARI

Obtinerea hidroxiapatitei dopate cu magneziu intr-o matrice de chitosan caracterizata prin
aceeea ca a fost sintetizata printr-o metoda de co-precipitare adaptata la temperatura
camerei folosind azotat de calciu tetrahidrat Ca(NO;3)2¢4H2O, fosfat acid de amoniu
(NH4):HPO4, azotat de magneziu hexahidrat Mg(NO3)2*6H20, hidroxid de amoniu
NH4OH, chitosan etanol absolut si apa bidistilata. Cantitatea de magneziu a fost xmg=0.25,
iar rapoartele molare Ca/P si (Ca+Mg)/P au fost egale cu 1.67 si solutia obtinuta prin
dizolvarea Ca(NO3)2°4H20, Mg(NO3)226H,0 si etanol intr-un pahar a fost adaugata prin
picurare intr-o solutie de (NH4):HPOq4 si chitosan. Prin adaugarea de NH4OH, pH-ul
solutiei a fost mentinut constant lé valoarea de 11 tot timpul procesului de sinteza iar solutia
finala notata ca MgHAp-CTS a fost a agitata pentru 24 ore la 100°C.

Suspensia de MgHAPp-CTS a fost folosita pentru realizarea straturilor subtiri caracterizate
prin aceea ca acoperirile de straturi subtiri de MgHAp-CTS au fost preparate folosind
metoda de acoperire prin imersie pe suporti de sticla. Suportii de sticla au fost pregatiti prin
spalare cu apa deionizata. Echipamentul standard folosit permite prepararea la o viteza
definita si in conditii de presiune si umiditate atmosferica normale. Au fost depuse trei
straturi succesive de MgHAPp-CTS pe sticla. Fiecare strat a fost uscat la 80 °C timp de 4
ore. In final, s-a realizat un tratament termic la 500°C pentru o ora iar racirea a fost facuta
cu viteza de 5°C/min.

Estimarea activitatii antimicrobiene fata de tulpinile S.aureus, E.coli si C. albicans s-a
facut in urma studiilor antimicrobiene care au aratat ca straturile de MgHAp-CTS sunt
eficiente fata de tulpinile microbiene testate. Rezultatele testelor antimicrobiene
demonstreaza ca straturile de MgHAp-CTS prezinta proprietati fungicide impotriva
C.albicans ATCC 90029 dupa 48 ore de la incubare. Cel mai bun efect inhibitor a fost
obtinut in cazul Candida albicans ATCC 90029.

Director General INCDFM,

Dr. lonut Marius Enculescu
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Estimarea efectelor citotoxice a straturilor de MgHAp-CTS obtinute din suspensii stabile
s-arealizat printestul MTT folosind celule osteoblaste fetale umane (hFOB 1.19). Testarea
viabilitatii in cazul straturilor de MgHAp-CTS dupa 4 si 7 zile de incubare a evidentiat o
mai buna proliferare a celulelor hRFOB 1.19 comparativ cu straturile de HAp. Cresterea
viabilitatii in cazul straturilor de MgHAp-CTS s-a datorat prezentei ionilor de Mg in
structura hidroxiapatitei, acoperirile de MgHAp-CTS prezentand o foarte buna

biocompatibilitate.
Director General INCDFM,

Dr. lIonut Marius Enculescu
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FIGURI

Figura 1- Imaginea MEB (a), harta distributiei elementale pentru Ca (b), P (c), Mg(d), O(e) si

suprapunerea elementelor constituente (f) pe suprafata stratului de MgHAp-CTS

Director General INCDFM,

Dr. lonut Marius Enculescu
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Figura 2 Reprezentarea 3D a imaginii MEB (a) a hartii distributiei elementale pentru Ca(b),

P(c), Mg(d), O(e) si suprapunerea tuturor constituentilor (f) pe suprafata stratului MgHAp-CTS

Director General INCDFM,

Dr. lonut Marius Enculescu
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Figura 3 Imaginea de topografie AFM pentru stratul subtire MgHAp-CTS reprezentata in 2D (a)
si 3D (b)

Director General INCDFM,

Dr. Ionut Marius Enculescu
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Figura 4 Imaginea de microscopie optica a suprafetei stratului de MgHAp-CTS (a) si

reprezentarea 3D a suprafetei stratului 25MgHAp (b)

Director General INCDEFM,

Dr. lonut Marius Enculescu
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Figura 5 Imaginea de microscopie metalografica a suprafetei stratului MgHAp-CTS in

reprezentare 2D (a) si reprezentarea 3D a suprafetei stratului 25MgHAp (b).

Director General INCDFM,

Dr. lonut Marius Enculescu
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Figura 6 Spectrul XPS inregistrat pentru stratul MgHAp-CTS. Spectrele de inalta rezolutie
pentru Mgls (a) si Mg 2p (b) pentru acoperirea MgHAp-CTS.

Director General INCDFM,

Dr. lonut Marius Enculescu
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Figura 7 Reprezentarea grafica pentru Log UFC/ml ca functie de timpul de expunere pentru

straturile subtiri de HAp si MgHAp-CTS (b)

Director General INCDFM,

Dr. lonut Marius Enculescu
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Figura 8 Testul MTT pentru viabilitatea culturii de celule hFOB 1.19 pe substratul de sticla,
stratul de HAp, si stratul de MgHAPp-CTS la diferite periade de incubatie

Director General INCDFM,

Dr. lonut Marius Enculescu
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