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Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
structuri 3D printate pe baza de hidroxiapatitd nano-
structuraté si colagen utilizate in bio-inginerie pentru
fabricarea unor implanturi sau proteze oculare. Proce-
deul, conform inventiei, consta Tn sinteza in situ hidro-
termala pornind de la pulberi hibride nanostructurate pe
baz& de hidroxiapatita naturala provenita din carcasa de
Rapana Thomasianna si colagen, la presiuni de
1000 bari si temperaturi de 100°C, urmata de uscare,

amestecarea pulberii cu lianti comerciali, pentru forma-
rea de pasta pentru printare prin extruziune, rezultand
structuri tridimensionale biocompatibile, cu un control
complet al parametrilor geometrici, sub forma de cub cu
latura de 2 cm.
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STRUCTURI 3D PRINTATE PE BAZA DE HIDROXIAPATITA
NANOSTRUCTURATA DIN RAPANA THOMASSIANA SI

COLAGEN

Inventia se referd la obtinerea unor structuri 3D printate avand la baza o pasta de
hidroxiapatitd si colagen ce pot fi utilizate la fabricarea defectelor osoase orbitale sau proteze
oculare ce prezinta o porozitate interconectata.

O cerere de brevet din Mexic se referd la un implant ocular intraorbitar, care si
permitd umplerea spatiului ldsat liber prin indepartarea globului ocular al unei persoane,
prevenind absorbtia in fesuturile inconjuratoare si permitind stabilitatea acestei cavititi pe
termen lung. Implantul ocular inventat nu este poros, facilitind indepartarea ulterioard in
situatiile in care se cere acest lucru. Implantul este realizat din ciment osos polimerizat, cu
dioxid de zirconiu ca material de contrast si colorant E141 pentru o mai buna vizualizare in
timpul operatiei chirurgicale si monitorizare post-chirurgicald timpurie dar si pe termen lung
[MX 2016005397 A, 08.06.2016, Spherical intraorbitary implant]. Implanturile de ciment
au insd dezavantajul greutatii ridicate si a frecarii tesuturilor inconjurdtoare ceea ce poate
creste frecventa extruziei postchirurgicale.

Bio-ingineria este un domeniu multidisciplinar, care 1isi propune sd combine
cunostintele cercetdtorilor in materie de microbiologie, biologie celulara, biomateriale si
factori biochimici adecvati pentru crearea unei structuri sintetice care sa permita cresterea si
regenerarea de fesuturi noi [1].

Teoretic, aceasta structura artificiala care se comporta ca un schelet pe care sa se produca
cresterea celulara si proliferarea vasculara ar trebui sa fie obtinutd dintr-un biomaterial
adecvat si fabricata astfel incat sd imite structura fizicd si chimica a tesutului uman [2, 3].

Osul uman are o structurd poroasd numita sistem Haversian cu pori interconectati care
permit migrarea celulelor, vascularizarea si cresterea tesutului nou [4-6].
in linii mari, metodele de fabricare a structurilor de tip , schela” pot fi grupate in tehnici
conventionale (de ex. foaming, salt leaching si emulsification) [7] si tehnici de tip Additive
Layer Manufacturing (ALM) sau Fabricatie aditiva.

Principalul dezavantaj al metodelor conventionale este faptul ca acestea nu permit

producerea de schele poroase cu un control complet al parametrilor geometrici, cum ar fi
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dimensiunea porilor, obtinerea porilor interconectati, dimensiunea si porozitatea materialului
[7].

In ultimii zece ani, metodele ALM au starnit o atentie considerabild din partea
cercetatorilor, deoarece permit utilizatorilor construirea materialelor 3D cu diferite niveluri de
complexitate, ceea ce este deosebit de avantajos atunci cand se incearcd mimarea structurii

fizice a osului.

Pentru a putea fi utilizat la fabricarea schelelor pentru aplicatii medicale, materialul ales
trebuie s indeplineascd urmatoarele conditii: 1) sa fie biocompatibil; 2) sa aiba o suprafata
adecvata din punct de vedere chimic pentru atasarea, proliferarea si diferentierea celulelor; 3)
sa fie tridimensional si suficient de poros, cu o retea de pori interconectati care s permita
cresterea celulelor, un flux de transport al substantelor nutritive si deseurilor metabolice; 4) sa
aiba proprietiti mecanice care s corespunda cu cele ale tesutului in care va fi implantat [7].
Pe langa aceste conditii, parametrii procesului de fabricare ai materialului pentru structuri 3D
trebuie optimizati astfel incit sa asigure biocompatibilitate maxima, osteoconductivitate,
elasticitate similara cu a osului si proprietiti mecanice suficient de bune.

In functie de principiul de functionare, sistemele ALM au fost clasificate in trei subgrupe:

(1) sisteme pe bazi de laser, (2) sisteme pe baza de imprimare, si (3) sisteme pe baza de
extruz/ duze [8, 9].

in prezent, conform standardului ISO/ASTMS52900-15, exista sapte categorii de procese tip
ALM: Binder Jetting, Directed Energy Deposition, Material Extrusion, Material Jetting,
Powder Bed Fusion, Sheet Lamination si Vat Photopolymerization.

[ISO / ASTM52900-15, Standard Terminology for Additive Manufacturing — General
Principles—Terminology, ASTM International, West Conshohocken, PA, 2015,
www.astm.org|

Diferite tehnici Rapid Prototyping (RP), cum ar fi selective laser sintering (SLS) [10,11],
fused deposition modelling (FDM) [12] si precision extrusion deposition (PED) [13], au fost
utilizate pentru fabricarea compozitelor prin combinarea polimerilor ca poli (hidroxibutirat-
co-hidroxivalerat), poli(L-lactidd) (PLLA), si policaprolactond (PCL) cu diferite faze de fosfat
de calciu, cum ar fi hidroxiapatita carbonatatd, hidroxiapatita si B-fosfat tricalcic [14].

Denumitd si “Bioprinting prin extruziune”, bioprintarea poate fi definita ca 0 metoda spatiala
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de depunere stratificatd a unui material biologic (sau suport pentru materialul biologic), pe
baza unui model computerizat, strat-cu-strat, cu ajutorul unui sistem CAD-CAM.

Structura modelului computerizat poate fi modificatd si rearanjatd odatd cu trecerea fiecarui
strat, astfel incat sa se obtind un model final complex ce imita structura tisulard. Versatilitatea
tehnologiei permite adoptarea unui numar nelimitat de combinatii de materiale in vederea
extruziunii, in acest mod asigurndu-se posibilitatea dezvoltdrii de modele tridimensionale
unice, adaptate de la caz la caz. Tehnologia de bioprinting prin extruziune este o combinatie
intre un sistem robotic automatizat, controlat de un software si un sistem de distributie prin
extruziune a materialului in structura 3D personalizatd. Acest procedeu asigurd rapiditate dar

si integritate structurald datorata sistemului de depunere continud computerizat. Modelele 3D

pot fi obtinute, generate, importate si exportate de pe orice sistem CAD, inclusiv pe baza
datelor obtinute din sisteme de imagisticd medicald de tip CT-computer tomograf si/sau RMN-
Rezonanta Magneticd Nucleard. Spre deosebire de alte procedee de fabricatie aditiva,
bioprintingul prin extruziune nu necesita cantititi mari de energie si este 0 metoda prietenoasa
cu mediul.
Tehnica 3D printing a fost utilizatd pentru fabricarea unor structuri 3D de tip ,,schelet” pe bazi
de hidroxiapatita si diferiti polimeri organici, precum copolimerul poli(L-lactidd-co-glicolida)
(PLGA) [15], alcoolul polivinilic (APV) [3], poliuretan diol [16], polimerul comercial
PEO/PBT [14]. Combinatiile care necesita utilizarea de solventi organici ca liant, de exemplu
PLGA si B-TCP legat cu cloroform [15], prezintd un dezavantaj intrinsec deoarece exista
intotdeauna riscul de a gasi reziduuri toxice de solvent in structura 3D [7].

Pentru a obtine structuri de fosfat de calciu cét mai rigide si robuste prin 3D printing, s-
au utilizat lianti de tipul acid citric, acid fosforic, acid tartaric, insd aceastd metodd s-a
dovedit a fi dezavantajoasd pentru ingineria tesuturilor. Zhou si colab [17] au utilizat un
amestec de hidroxiapatitd cu sulfat de calciu, raport HAp:CaSO4= 25:75 (procente de
greutate) pentru fabricarea scaffoldurilor prin 3D printing. In 2013, A. Nandakumar si colab.
[14] au raportat obtinerea a doud tipuri de scaffold pe bazd de compozit polimer-
hidroxiapatitd prin depunere 3D cu ajutorul unui Bioplotter. S-a utilizat PolyActive™ (PA),
un copolimer comercial de poli(etilen-oxid-tereftalat)/poli(butilen-tereftalat) (PEO/PBT).

In prima varianta, s-au extrudat filamente compozite polimer-ceramica cu raportul de
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masa dorit (maxim 15% HAp). Aceastea au fost utilizate ca material pentru fabricarea
scaffoldului cu ajutorul Bioplotterului. In cea de-a doua varianta, s-au obtinut scaffolduri de
polimer prin depunere 3D, in timp ce particulele ceramice au fost fabricate sub forma de
coloane prin sinterizarea pastei ceramice cu ajutorul stereolitografiei. Cele doud componente
au fost apoi asamblate manual prin presarea HAp in porii scaffoldului polimer, crednd astfel

materialul compozit. Aceastd metoda de depunere 3D cu ajutorul Bioplotterului permite

fabricarea scaffoldurilor cu controlul porozititii, dimensiunii porilor, interconectivitatii si
orientarii fibrelor intre straturile succesive (la 45 sau 90 de grade). Metoda a fost utilizata cu
succes pentru fabricarea scaffoldurilor polimerice pentru ingineria tesuturilor (cartilaj si
defecte osteocartilaginoase). [14, 18-19]. Desi este o tehnicd foarte versatild, fabricarea
scaffoldurilor din compozite polimer-ceramice este dificild, datoritd vdscozitdtii ridicate a
pastei polimer-ceramice, care poate duce la infundarea duzelor. Pe ldnga afectarea procesului
de fabricare si prelucrabilitate, aceste fenomene limiteaza cantitatea de ceramica ce poate fi
incorporatd in scaffold, desi aceasta determind osteoconductivitatea si osteoinductivitatea
materialelor compozite.

Recent, a fost brevetat un material ceramic biologic pentru repararea osului fabricat
prin metoda 3D printing din B-TCP, hidroxiapatita si acid polilactic (PLA) cu masa
moleculard 100.000-120.000, vascozitatea intre 0.79 dL/g-0.84 dL/g, porozitatea structurii
tridimensionale fiind 70%-90%, si latura unui pitrat care formeazd grila intre 100
micrometri si 300 micrometri [CN105770988 (A) - Bone repairing biological ceramic
material based on 3D printing and preparation method thereof, 20.07.2016]. O alta
inventie se referd la formula de sinteza a unui material hibrid printabil pe baza de carboximetil
chitosan (CMC) si polifosfat (polyP). Cei doi polimeri sunt legati prin intermediul ionilor de
calciu.Materialul CMC-PolyP in combinatie cu alginatul este biocompatibil, biodegradabil si
util pentru 3D printing si 3D cell printing (bioprinting) [WO 2016/012583, Printable
morphogenetic phase-specific chitosan-calcium polyphosphate scaffold for bone repair].

Spre deosebire de compozitiile prezentate anterior pentru depunerea structurilor de tip
scaffold prin 3D printing, in care hidroxiapatita si polimerul organic sunt sintetizate separat
sau de provenientd comerciala, si apoi amestecate cu un liant in vederea obtinerii pastei pentru

printare prin extruziune, prezenta inventie se referd la obtinerea structurilor tridimensionale
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pornind de la pulberi hibride nanostructurate pe baza de hidroxiapatitd naturala provenita din
carcasa de Rapana Thomasianna si colagen sintetizate in situ hidrotermal in conditii de
presiuni inalte (1000 bari) si temperaturi joase (100°C), uscate cu ajutorul spray dryer-ului.
Problema tehnica pe care o rezolva inventia se referd la furnizarea unor pulberi hibride
nanostructurate pe baza de hidroxiapatita si colagen, care prezinta structurd chimicd omogend
(hidroxiapatita aflatd in structura hibrida respecta raportul molar Ca:P=1.67 specific HAp din
structura minerald a osului) si morfologie controlata (particule sferice, care asigurd
prelucrabilitatea pastelor cu véscozitate ridicatd fard infundarea duzelor sistemului 3D
printing). Avantajele procedeului de sinteza hidrotermald la presiuni 1nalte si temperaturi

joase constau in:

i) consum scidzut de energie prin aplicarea presiunii foarte mari (energia consumati pentru a
creste temperatura cu 5 unitéti este egald cu cea necesard pentru a creste presiunea cu 4000 de
unitdti in sistem);

ii) valoarea negativia AV (AV=X(V/Z)(j) - Z(V/Z)(i), unde i = reactant si j = produs de
reactie); deplasarea echilibrului chimic cétre compusii cu cel mai mic volum.

iii) imbunatatirea reactivitatii chimice;

iv) sinteza intr-o singura etapa a materialelor nanocristaline, fard necesitatea unui tratament
termic ulterior;

v) péstrarea structurii nealterate a polimerului datoritd temperaturii joase de reactie (100°C);
vi) tehnologie pietenoasa cu mediul, ecologicd, in autoclavad inchisd, fard degajarea unor
compusi toxici.

Prezenta inventie se referd la obtinerea unor structuri tridimensionale pe bazd de
hidroxiapatitd si colagen prin tehnica 3D printing la temperatura camerei, utlizand ca lianti
polimeri comerciali solubili in apa. Structurile 3D astfel obtinute pot fi utilizate la fabricarea
implanturilor oculare cu porozitate interconectati, necesara vascularizarii acestora.

Prin aplicarea inventiei, se inlatura dezavantajele materialelor utilizate anterior pentru
obtinerea pastei, prin aceea cd materialele propuse sunt constituite din hidroxiapatita si colagen
intr-un raport de greutate de 4:1, iar particulele sunt sferice, avind diametrul de. 0,5-8 pum.
Datoritd acestui raport de greutate si polimerilor comerciali utilizati ca lianti, cantitatea totala
de hidroxiapatitd incorporatd in scaffold nu este atdt de mare incat si determine infundarea

duzelor. Incorporarea poliuretanului incd din timpul sintezei si uscarea cu ajutorul spray-
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dryer-ului favorizeaza extruziunea pastei si formarea unei structuri 3D rigide cu duritatea
necesara aplicatiei medicale (implant ocular fixat cu suruburi de titan).

Figurile atasate prezintd micrografiile SEM ale unei pulberi hibride pe bazi de
hidroxiapatita si colagen, avand raportul de greutate 4:1.

Pentru realizarea structurilor 3D conform inventiei, se poate utiliza colagen comercial
in sinteza hidrotermala a pulberilor hibride, iat hidroxiapatita provine din carcasa melcului
Rapana Thomasianna. Procesul de sintezd a pulberilor nanostructurate hibride are loc 1n
conditii hidrotermale, la temperaturi cuprinse intre 25 si 120°C (de preferinta 80...100°C) si
presiuni in intervalul 1000-3000 atm (de preferinta, 1000- 2000 atm). Materialul hibrid astfel
obtinut se usucd in spray-dryer la temperaturi cuprinse intre 100 si 300°C (de preferinta,
100-150°C). Pulberea rezultatd se amestecd mecanic cu lianti comerciali (Mowiflex si
Baymedix FD 103), in proportii bine definite pentru obtinerea unei paste ce poate fi utilizatd

ulterior pentru depunere 3D printing prin extruziune cu ajutorului sistemului BioScaffolder.

Se prezintd, in continuare, doui exemple nelimitative de realizare a inventiei, fara ca

acestea sd limiteze utilizarea acestui procedeu in domeniul tehnic propus:

Exemplul 1. Se amestecd 5 g pulbere hibrida nanostructuratd pe baza de hidroxiapatitd, HAp
si colagen, C (avand raportul de greutate HAp:C=4:1) cu 8.8 ml Mowiflex, solutie 20% si 0.5
ml Baymedix FD 103, solutie 57%. Se depune pe un suport de plexiglass, cu ajutorul
sistemului 3D BioScaffolder, un cub cu latura de 2 cm, utilizdnd o duza cu diametrul

0.4 mm, lungimea duzei 31 mm si grosime strat 80% din diametrul duzei. Unghiul de rotatie
intre doud straturi succesive este de 90°C si distanta intre firele extrudate este de 1.3 mm.

Viteza de deplasare a capului de depunere este de 400 mm/min.

Exemplul 2. Se amestecd 5 g pulbere hibrida nanostructurata pe bazi de hidroxiapatita, HAp
si colagen, PU (avand raportul de greutate HAp:C=4:1) cu 8.8 ml Mowiflex, solutie 20%. Se
depune pe un suport de plexiglass, cu ajutorul sistemului 3D BioScaffolder, un cub cu latura
de 2.5 cm, utilizdnd o duza cu diametrul 0.8 mm, lungimea duzei 31 mm si grosime strat 80%
din diametrul duzei. Unghiul de rotatie intre doud straturi succesive este de 90°C si distanta
intre firele extrudate este de 1.3 mm. Viteza de deplasare a capului de depunere este de 400

mm/min.
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REVENDICARI

. Structuri 3D realizate prin metoda 3D printing, caracterizate prin aceea ca sunt
obtinute din: pulbere hibrida pe baza de hidroxiapatitd si poliuretan diol,
sintetizatd prin procedeul hidrotermal la presiunea p = 1000 bari si temperatura t
=100 °C, intr- un raport de greutate de 4:1, sub forma de particule sferice,
avand diametrul de 0,5-8 um; Mowiflex solutie 20% si Baymedix FD 103 solutie
57%, cu echipamentul 3D BioScaffolder, la temperatura camerei, avand forma

unui cub cu latura de 2 cm.
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