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Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
materiale biocompozite ceramice pe baza de hidroxi-
apatita dopata cu zinc (ZnHAp) si oxid de zinc (ZnO) cu
proprietati osteoconductive si antimicrobiene utilizate
pentru regenerarea tesuturilor osoase. Procedeul, con-
forminventiei, consta in etapele: preparare a nanoparti-
culelor de ZnO, sinteza hidroxiapatitei dopaté cu Zn,
prin metoda sol-gel, in conditii atmosferice, la tempera-
tura de 100°C, in doua trepte, mentinerea pH solutie la
11 si agitarea lenta timp de 24 h la temperatura de

100°C pana la formarea unui gel, spalarea gelului cu
apa bidistilata si etanol, rezultdnd un sistem bioceramic
de tip ZnHAp-ZnO stabil si cu proprietati biologice efi-
ciente, care asigura eliberare imediata si pe termen
lung, cat si eliberarea controlatd a ionilor de Zn?* la
locul implantarii in zona afectata.
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si tratamentul osteoporozei

Prezentul brevet se refera la realizarea unui sistem bioceramic complex de tipul
ZnHAp/ZnO pentru regenerarea tesuturilor osoase si pentru preventia si tratamentul osteoporozei.
Osteoporoza este o afectiune sistemica a scheletului caracterizata prin scaderea masei osoase,
insotita de deteriorarea microarhitecturala a tesutului 0sos si printr-un risc crescut de fracturare /1-
3/. Pe baza criteriilor Organizatiei Mondiale a Sanatatii, osteoporoza poate fi definita pe baza
masuratorilor densitatii minerale osoase si a continutului mineral al osului. Dieta alimentara cu
supliment de calciu si vitamina D nu este suficienta in tratarea osteoporozei, astfel incat fracturile
osteoporotice care apar la nivelul soldului si coloanei vertebrale cresc rata mortalitatii pana la 10-
20%. Osteoporoza este una dintre cele mai frecvente boli metabolice osoase, incidenta cazurilor
fiind foarte ridicata /1,4/. In prezent, sunt realizate studii pentru a dezvolta biomateriale cu
proprietati in regenerarea si vindecarea fracturilor si inlocuirea oaselor distruse. Pana in prezent,
grefarea osoasa spongioasa autogena este elementul de baza pentru a stimula vindecarea osoasa in
defectele cauzate de fracturi, in ciuda comorbiditatilor rezultate la locul donatorului si a
potentialului osteogenic afectat in grefe osoase la varstnici cu oase osteoporotice /5/. Un potential
important in regenerarea osoasa il are ca biomaterial, hidroxiapatita, folosit datorita proprietatilor
sale de osteoconductivitate, ca si grefa pentru umplerea defectelor cauzate de fracturi. Proprietatile
osteoconductive ale hidroxiapatitei sunt promitatoare in tratarea osteoporozei /6/. Hidroxiapatita
simpla, are proprietati mecanice reduse, solubilitate redusa, activitate antimicrobiana si interactiuni
biologice reduse, ccea ce ii limiteaza aplicatiile ortopedice /7/.

Solutia propusa este obtinerea de materiale biocompozite pe baza de hidroxiapatita dopata
cu zinc (ZnHAp) si oxid de zinc (ZnO) care poate imbunatati proprietatile osteoconductive si
antimicrobiene. In acest sens s-au elaborat materiale de tipul bioceramicilor ZnHAp in care are loc
substitutia partiala a ionilor de Ca* cu cei de Zn*", astfel incat procesul de eliberare a ionilor de
Zn** este lent. Pentru a asigura atat o eliberare imediata cat si pe termen lung a ionilor de Zn** la
locul implantarii, este necesara obtinerea de bioceramici complexe pe baza de hidroxiapatita
dopata cu zinc si oxid de zinc (ZnHAp/ZnO) pentru a cumula proprietatile celor doua materiale

asigurand eliberarea controlata. Pentru obtinerea nanoparticulelor de ZnO s-a pornit de la
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dizolvarea precursorului de Zn respectiv, Zn(NO3)2*6H>0 si a NaOH in apa distilata prin agitare
magnetica in doua vase separate. Ulterior, solutia de NaOH a fost adaugata prin picurare in solutia
percursoare de Zn?" sub agitare magnetica la o temperatura de 50°C' formandu-se un precipitat alb.
Amestecul rezultat a fost filtrat si spalat pana s-a obtinut un pH neutru. De asemenea, s-a masurat
conductivitatea pentru a confirma eliminarea ionilor NOs? nereactionati. Ulterior, amestecul a fost
uscat in etuva la 60°C timp de 24 ore si supus tratamentului termic 500°C/2 ore cu 10%min viteza
de incalzire.

Pentru obtinerea hidroxiapatitei dopate cu zinc, CajoxZnx(PO4)s(OH)2, s-a utilizat o
metoda sol-gel adaptata prin stabilirea indicilor de compozitie x=0 (HAp), x=0.07 (7ZnHAp),
x=0.1 (10ZnHAp) si x=0.2 (20ZnHAp) si (Ca+Zn)/P= 1.67 /8-12/, unde sinteza a fost efectuata
in conditii atmosferice, la o temperatura de 100°C. In prima etapa, (NH4),HPO4 a fost dizolvat in
etanol absolut, folosind un agitator magnetic pentru a obtine solutia care contine fosfor (P). In a
doua etapa s-a obtinut solutia ce contine (Cat+Zn) prin dizolvarea Ca(NO3);*4H;0 si a
Zn(NO3)2+6H>0 intr-un pahar Berzelius cu apa distilata, in conditii de agitare continua. Solutia
care contine P s-a adaugat prin picurare in solutia care contine (Ca+Zn) sub agitare continua la
100°C. Valoarea pH-ului solutiei a fost mentinuta la 11 prin adaugarea de NH4OH, iar solutia
rezultata a fost agitata lent timp de 24 ore la temperatura de 100°C pana la formarea unui gel. Gelul
rezultat a fost spalat de cinci ori utilizand apa bidistilata si etanol si redispersat apoi in apa
bidistilata.

Caracterizarea structurala a sistemului bioceramic complex ZnHAp-ZnO s-a realizat prin
microscopie electronica in transmisie (MET) si microscopie electronica in transmisie de inalta
rezolutie (METIR), identificandu-se dupa cum se poate observa in Figura 1 distributia si
compozitia fazelor prezente. Imaginile MET in camp luminos pentru materialele compozite pe
baza de ZnHAp (x=0.1 (10ZnHAp)) si ZnO 1% si 3% pun in evidenta particule sub forma unor
baghete. Legat de morfologie, se observa forma neregulata a particulelor si tendinta acestora de a
forma agregate. Tendinta de aglomerare scade odata cu cresterea concentratiei de Zn?*, particulele
fiind bine cristalizate. Analiza compozitionala din spectrele EDS indica prezenta elementului Zn
in cazul ambelor probe, cu cresterea proportiei de Zn?* la cresterea concentratiei de ZnO. Analiza

prin difractie de raze X (DRX) a bioceramicilor ZnHAp (in gradele de substitutie 5, 10, 20%) si
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ZnO 1% a indicat prezenta a doi compusi mineralogici principali, respectiv hidroxiapatita si oxidul
de zinc. Difractograma de raze X se poate observa in Figura 2, unde hidroxiapatita identificata
face parte din sistemul hexagonal P63/m/13/ iar oxidul de zinc din sistemul cristalin hexagonal
P63mc, unde substitutia ionilor de Ca** cu Zn** din structura HAp determina modificari ale
intensitatii maximelor de difractie corespunzatoare celor doua faze cristaline. Astfel, maximul
corespunzator ZnO de la unghiul 26=33° scade cu cresterea gradului de substitutie a Zn?*, datorita
disocierii ionilor Zn?* din structura ZnO si substitutiei ulterioara a ionilor de Ca®'. In cazul
bioceramicelor ZnHAp au fost identificati compusii mineralogici principali HAp si ZnO, iar in
cazul probelor cu ZnO 3% apar maxime de difractie la valoarea unghiului 37° cu o intensitate
crescuta pentru proba cu grad de substitutie 20% datorata concentratiei crescute de ZnO. Rezultatul
caracterizarii prin spectroscopie Raman se observa in Figura 3 in domeniul spectral (200-1200)cm"
I, In spectre se identifica maximul principal de la 964 cm™ asociat gruparii PO43 (legatura P-O)
caracteristic hidroxipatitei /14,15/, iar maximele secundare secundare ale aceleiasi faze se observa
la432 cm!, 581 cm™!, 704 cm™!, 1049 cm™ si 1078 cm!. Pentru HAp substituita in proportii diferite
cu ioni de zinc si compozit ZnO se observa o usoara deplasare spre stanga a benzilor specifice
PO;* fata de HAp, datorata substitutiei ionilor Ca?* cu Zn**. Intensitatile spectrelor Raman
caracteristice HAp pentru cele trei grade de substitutie scad odata cu cresterea concentratiei de
zinc.

Spectrul de analiza tip FT-IR este prezentat in Figura 4 pentru domeniul de lungimi de
unda (400-4000) cm™'. Spectrele indica pentru HAp in cele trei grade de substitutie 5,10,20% si
ZnO 1% prezenta gruparii PO43>" in banda de absorbtie 562 cm™ si 1025 cm™ caracteristica HAp,
ultimul maxim avand o scadere in intensitate odata cu cresterea concentratiei ionilor Zn?*. Legatura
O-H este pusa in legatura cu banda de absorbtie larga de la (2800 - 3600 cm™) iar banda de
absorbtie de la 600 cm™! este tipica pentru HAp sintetizata stoichiometric. Maximul de absorbtie
cu intensitate relativ scazuta de la 1419 cm! este caracteristic gruparii COs2" fapt care demonstraza
obtinerea hidroxiapatitei carbonatate, contribuind la cresterea biomimetismului compozitului
obtinut, ceea ce favorizeaza procesul de osteoregenerare /16/. In spectrele FTIR ale materialelor
compozite ZnHAp, se observa ca cresterea concentratiei de ZnO de la 1% la 3% nu duce la aparitia

unor noi maxime de absorbtie, mentinandu-se structura tipica de apatita, cu modificari la nivelul
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intensitatii maximelor de absorbtic datorate prezentei ionilor de Zn?'. Caracterizarea prin
microscopie electronica de baleiaj (MEB) prezentata in Figura 5 evidentiaza dimensiunile, forma
si caracteristicile morfologice ale pulberilor. Astfel, dimensiunile de particule sunt mai mici de 10
nm, observandu-se formarea unor agregate cu caracter neregulat de morfologii diferite. Probele de
HAp substituita cu ioni de zinc (5,10,20%) si compozit de ZnO 1% respectiv 3% prezinta forma
unor aglomerate cu morfologie preponderant sferica, neremarcandu-se modificari morfologice
majore la cresterea concentratiei de Zn?" de la 5% la 10% si 2)% respectiv ZnO de la 1% la 3%.

Analiza concentratiei de zinc s-a realizat si prin studii de eliberare a ionilor de zinc prin
spectroscopie de masa cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS). Masuratorile au fost efectuate pentru
izotopul Zn® iar cuantificarea rezultatelor s-a facut prin metoda calibrarii externe. Utilizand
aceasta metoda, a fost determinata compozitia elementala a bioceramicilor pe baza de ZnHAp si
ZnO. S-a observat ca in cazul probelor cu ZnO 1% concentratia ionilor de Zn?' creste odata cu
cresterea gradului de substitutie al ionilor de Ca?* din structura HAp (de la ~2.7 pg/mg pana la~10
ug/mg), in schimb in cazul probelor ZnO 3% scaderea concentratiei ionilor de Zn** o data cu
cresterea gradului de substitutie (de la ~11 pg/mg la 7 pg/mg) este corelata cu informatiile din
analiza DRX, astfel incat la concentratii crescute de ZnO in materialul compozit, efectul disocierii
si implicit al substitutiei ionilor de Ca?" cu ionii de Zn** este sesizabil. Studiile cantitative prin
metoda absorbtiei atomice aduc informatii privind compozitia elementala a sistemului bioceramic
ZnHAp/ZnO privind influenta concentratiei de zinc in prezenta oxidului de zinc. Astfel, rezultatele
au evidentiat o crestere a concentratiei de zinc din probe 7ZnHAp/ZnO_0.01 analizate comparativ
cu probele 7ZnHAp si care au fost in acord cu calculele teoretice, iar sistemul bioceramic complex
7ZnHAp/ZnO _0.01 (7.05 mg/g) a avut o concentratie de zinc mai mare decat a probei 7ZnHAp
(6.75 mg/g).

Evaluarea citotoxicitatii sistemului bioceramic complex ZnHAp/ZnO a fost investigata
utilizand celule HelL a, cultivate in mediu RPMI 1640 (Gibco, NY, USA), suplimentat cu 10% ser
fetal bovin inactivat termic si solutie de penicilina/streptomicina, celulele fiind incubate la 37°C
in atmosfera umeda cu 5% CO». Cuantificarea viabilitatii celulare in cazul expunerii celulelor
HeLa la o suspensie de nanoparticule de HAp, 7ZnHAp si 7ZnHAp/ZnO_0.01 (50mg/10ml)
diluata de 200x a fost efectuata folosind testul colorimetric MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
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bromura de 2,5-difeniltetrazoliu, un tetrazol)). Rezultatele au aratat ca probele studiate nu au
prezentat efecte citotoxice asupra celulelor HeLa, iar viabilitatea celulelor HeLa incubate a fost de
peste 90% in cazul probelor studiate la cele trei intervale de timp dupa cum se poate observa in
Figura 6. Studiile de citotoxicitate au demonstrat faptul ca sistemele bioceramice complexe de
tipul ZnHAp/ZnO nu au efecte citotoxice asupra liniei celulare studiate ceea ce le face candidati
ideali pentru dezvoltarea de noi materiale cu proprietati biocompatibile pentru aplicatii
biomedicale. Pentru evaluare in vivo a citotoxicitatii sistemului bioceramic complex ZnHAp/ZnO
s-au realizat experimente pe soareci de tip OVX-ovarectomizat, avand drept obiectiv testarea
sistemului bioceramic 7ZnHAp/ZnO_0.01 asupra regenerarii osoase la animale.

Pentru acest studiu s-au folosit 3 loturi de cate 5 soareci. Astfel, primul lot este cel al
soarecilor asupra carora nu s-a intervenit, pentru cel de-al doilea lot s-a indus osteoporoza si a fost
lasat sa evolueze natural, iar cel de-al treilea lot caruia i s-a indus oteoporoza a fost tratat cu
bioceramici de tipul 7ZnHAp/ZnO 0.01. Dupa 120 de zile de la administrarea tratamentului cu
bioceramici, soarecii din cele trei loturi au fost eutanasiati iar din femur au fost obtinute preparatele
histopatologice prezentate in Figura 7, care arata ca tratamentul cu 7ZnHAp/ZnO _0.01 a avut o
contributie semnificativa la regenerarea osoasa. Studiile antimicrobiene asupra ZnHAp arata ca
aceasta are un efect inhibitor asupra dezvoltarii bacteriilor si drojdiilor patogene si fungilor precum
E.coli, S.aureus, Candida albicans si Streptococus mutans. Astfel, s-a analizat influenta
dispersiilor de hidroxiapatita dopata cu zinc asupra S. aureus ATCC 25923 si E.coli ATCC 25922
folosindu-se dispersii coloidale ZnHAp cu indicii de compozitie xzx=0, xz:=0.07 si xz,=0.2, la
concentratii care variaza intre 1000 si 1.95 pg/ml. Cresterea celulara asupra dezvoltarii S. aureus
si E. coli este prezentata in Figura 8. Rezultatele au aratat ca exista o inhibare a cresterii celulare
pentru S. aureus pomind de la 15.62 pg/ml, inhibarea relevanta fiind observata la concentratia 62.5
pg/ml. In cazul celulelor bacteriene E.coli, inhibarea cresterii a fost observata incepand cu
concentratia de 125 pg/ml. Activitatea antimicrobiana a fost maxima in cazul probei 20ZnHAp
urmata de 7ZnHAp in raport cu martorul (Figura 8 a,b), observandu-se ca probele S.aureus au fost
mai sensibile decat E.coli la solutiile de hidroxiapatita dopata cu zinc in comparatie cu martorul.
Efectul inhibitor cel mai puternic a fost observat in cazul probei 20ZnHAp care a avut deasemenea

cel mai bun parametru stabil din probele testate. Activitatea antibacteriana a fost inflentata atat de
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stabilitatea solutiilor cat si de concentratia de Zn. Dupa cum s-a aratat /17,18/ activitatea
antimicrobiana a hidroxiapatitei dopate cu Zn?* si Ag*, a fost influentata de factori precum
dimensiunea particulelor, aria suprafetei acestora, compozitia si structura suprafetei. In studii
recente /8/ stabilitatea dispersiilor coloidale este un factor major in analiza viabilitatii celulare. Pe
masura ce concentratia de zinc creste, stabilitatea probelor in solutie creste, ceea ce conduce la o
mai buna biocompatibilitate si 0 mai buna eficienta antimicrobiana.

Se poate afirma ca prin realizarea biocompozitului ZnHAp/ZnO s-a reusit realizarea unor
probe cu o mai buna stabilitate si cu proprietati biologice mai eficiente precum biocompatibilitatea,

insa cu o usoara crestere a proprietatilor antimicrobiene.
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REVENDICARI

Obtinerea de materiale biocompozite ceramice caracterizate prin aceea ca
hidroxiapatita se combina cu nanoparticulele de oxid de zinc pentru a asigura o
eliberare imediata cat si pe termen lung a ionilor de Zn** 1a locul implantarii si pentru
a cumula proprietatile celor doua materiale (ZnHAp/ZnO) asigurand eliberarea
controlata.

Obtinerea nanoparticulelor de ZnO pornind de la precursorul de Zn: Zn(NO3)2*6H,O
si solutia NaOH in apa distilata prin agitare magnetica caracterizate prin aceea ca in
doua vase separate, solutia de NaOH a fost adaugata in picurare in solutia percursoare
de Zn®* sub agitare magnetica la o temperatura de 50°C, iar amestecul rezultat se
filtreaza si se spala pana la pH neutru si se usca in etuva la 60°C timp de 24 ore urmat
de tratamentul termic la 500°C/2 ore cu 10%min viteza de incalzire.

Obtinerea printr-o metoda sol-gel adaptata a hidroxiapatitei dopate cu zinc pornind de
la Ca0xZnx(POs4)s(OH)2 prin stabilirea indicilor de compozitie caracterizata prin aceea
ca sinteza este efectuata in conditii atmosferice, la o temperatura de 100°C unde mai
intai (NHs):HPOs a fost dizolvat in etanol absolut, iar mai apoi se obtine solutia ce
contine (Ca+Zn) prin dizolvarea Ca(NO3)2*4H0 si a Zn(NO3)2*6H20 in apa distilata,
in conditii de agitare continua. Solutia care contine P se adaugat prin picurare in solutia
care contine (Ca+Zn) sub agitare continua la 100°C. Valoarea pH-ului solutiei se
mentine la 11 iar solutia rezultata se agitata lent timp de 24 ore la temperatura de 100°C
pana la formarea unui gel, care se spala in apa bidistilata

Analiza concentratiei de zinc prin studii de eliberare a ionilor de zinc folosind
spectroscopia de masa cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS) corroborate cu analiza
concentratiei ionilor prezenti in structura prin metoda absorbtiei atomice in flacara .
Realizarea evaluarii citotoxicitatii sistemului ceramic complex ZnHAp/ZnO utilizand
cultura de celule HeLa caracterizate prin aceea ca sunt cultivate in mediu RPMI
1640(Gibco, NY, USA), suplimentat cu 10% ser fetal bovin inactivat termic si solutie
de penicilina/streptomicina, celule fiind incubate la 37°C in atmosfera umeda cu 5%

COz cu cuantificarea viabilitatii celulare folosind testul colorimetric MTT.

Director General INC. FM
Dr. Ionut Marius Efbsi

G155



RO 137327 A2

6. Studiul regenerarii osoase in tratamentul cu 7ZnHAp/ZnO_0.01 folosind cercetari in
vivo caracterizate prin aceea ca s-au facut studii pe trei loturi de soareci OVX-soricel
ovarectomizat folosind vizualizarea histopatologica.

7. Analiza proprietatilor antimicrobiene ale biocompozitului caracterizat prin aceea ca se
studiaza rolul inhibitor asupra dezvoltarii bacteriilor si drojdiilor patogene si fungilor

precum E.coli, S. aureus, C. albicans si S. mutans.

Director General INCDFM:
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Figura 6. Evaluarea citotoxicitatii sistemului bioceramic complex ZnHAp/ZnO.
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mHAp m7ZnHAp 220ZnHAp

1000 C+

mHAp w7ZnHAp =20ZnHAp

S. aureus ATCC 25923

781 1562 3125 625 125 250 500
Concentration (pg/mi)

195

£. colf ATCC 25922

"
1.95 39 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 C+
Concentration {pg/mi )
Cresterea celulard a S @oens ATCC 25923 (a) si E. coli ATCC 25922
(b) in LB la 30 °C timp de 12 ore, in prezenta hidroxiapatitei dopate

cu zine (ZnHAp). avand Xz, = 0, Xz, = 0.07 sau xz, = 0.2.
la concentratii cuprinse intre 1.95 si 1000 pg‘mL

Figura 8
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