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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
material compozit fibros pe baz& de policaprolactona,
chitosan, oxid de zinc si cumarina folosit pentru acope-
rirea stratificatd a aliajelor de magneziu AZ31 utilizate
in domeniul ingineriei tisulare osoase. Procedeul con-
form inventiei incepe cu pregatirea aliajului AZ31 prin
indepértarea stratului de oxid de magneziu, pregatirea
solutiilor precursor de amestec policaprolactona de con-
centratie 15% si glutaraldehida, amestec de chitosan de
concentratie 2% si policaprolactona, urmata de filarea
electrostatica a solutiilor precursor pe aliajul AZ31 in 6
straturi alternante utilizadnd urmatorii parametrii: debit de

material 8 pl/min., cu temperatura incintei de 23°C,
umiditatea relativé din incinta de 50%, voltajul pozitiv
aplicat de 23 kV si voltajul negativ de -4 kV, in urma
acestei acoperiri aliajul de magneziu AZ31 dobéndind
proprietati fizico - chimice considerabil imbunatatite
cum sunt: stabilitate marité in apd, in fluidul corporal
simulat (SBF) si in solutie tampon fosfat (PBS), gradul
marit de mineralizare al sistemului si eliberarea contro-
lata a cantitatii de cumarina.
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DESCRIEREA INVENTIEI | Data depozit ....J. 8.0 1821,

Prezenta inventie se referd la un material compozit pe baza de policaprolactond, chitosan, oxid
de zinc §i cumarind cu aplicatii in acoperirea stratificatd a aliajelor de magneziu AZ31, si la
un procedeu de obtinere a acestora. Aceste aliaje acoperite pot fi utilizate in domeniul
ingineriei tisulare osoase.

Aliajele de Mg (AZ31, compozitie Mg 96 /Al 3 /Zn 1) sunt biocompatibile si bioactive,
promoveaza procesul de proliferare celulard si diferentiere i sunt implicate intr-o serie de
functionalitati biologice, inclusiv stabilizarea ARN si ADN, iar produsele obtinute din
degradarea aliajelor pe bazi de Mg pot fi excretate inofensiv prin urini. In ciuda acestor
avantaje, viteza ridicatd de degradare a magneziului si a aliajelor sale in conditii fiziologice
este cea mai provocatoare problema deoarece principalul produs de coroziune al magneziului
este hidroxidul de magneziu, care in prezenta ionilor de clorurd se transforma rapid in MgCl,
foarte solubil. Ca urmare a degradarii rapide, materialele biomedicale pe baza de Mg isi pierd
integritatea mecanicd Tnainte de regenerarea tesuturilor. Acoperirile de conversie protejeaza
substratul de coroziune, actiondnd ca o barierd izolatoare de solubilitate redusa intre suprafata
substratului si mediul biologic.

in prezent se cunosc mai multe tipuri de procedee utilizate la realizarea diferitelor tipuri de
acoperiri ale aliajelor de magneziu cu aplicatii in domeniul biomedical, acestea fiind descrise
in diverse studii de literatura:

in inventia CN109610093A s-a obtinut un aliaj de magneziu acoperit cu fibre de
poliacrilonitril (PAN). Principaul dezavantaj il reprezintd toxicitatea mare a fibrelor de PAN
si faptul ca noul strat acoperitor este hidrofob si nu permite degradarea aliajului de magneziu.
CN112675362A raporteaza obtinerea unor stenturi din aliaj de magneziu utilizate la repararea
tesutului osos, acoperit cu fibre de fibroina incarcate cu factor de crestere PDGF sau VEGF.
Dezavantajul acestui sistem este faptul ca fibrele de fibroina obtinute prin filare electrostatica
nu sunt reticulate iar in acest mod stratul protector fibrilar se degradeaza mai repede.

In inventia US2021187158A1 o membrand de aliaj de magneziu a fost acoperiti prin tehnica
de filare electrostatici cu un amestec polimer/matrice extracelulard si utilizat la refararea
defectelor osoase de dimensiuni mari. Principalul dezavantaj al acestei metode este
dificultatea in manevrare a membranei respective in timpul implantarii.

Nanofibrele de policaprolactond (PCL) au fost utilizate la scard largd in diferite studii in
ultimii ani, demonstrand potentialul lor ca biomateriale pentru regenerarea tesutului 0sos.

Functionalizarea suprafetei aliajului cu molecule bioactive poate favoriza imbunatétirea ™
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procesului de osteointegrare, iar nanoparticulele de oxid de zinc (ZnO) incércate in acoperiri
pe bazd de PCL s-a demonstrat cd posedd activitate antibacteriand §i un grad bun de
biocompatibilitate la celulele stem din pulpa dentard umana [A. I. Rezk, H. M. Mousa, J.
Lee, C. H. Park, and C. S. Kim, Composite PCL/HA/simvastatin electrospun nanofiber
coating on biodegradable Mg alloy for orthopedic implant application, J. Coatings
Technol. Res., vol. 16, no. 2, pp. 477-489, 2019, doi: 10.1007/s11998-018-0126-8].
Problema acestor acoperiri este caracterul hidrofob ridicat al fibrelor de PCL incarcate cu
nanoparticule de ZnO care impiedica degradarea aliajului de magneziu $i impicit nu mai este
prezent caracterul osteoimunomodular al aliajului de magneziu.

Chitosanul (CS) a fost aplicat in modificarea magneziului §i a aliajelor acestuia, pentru
imbunatatirea ambelor proprietati, de rezistentd la coroziune §i biocompatibilitate. Mai mult,
acoperirea cu chitosan poate chiar permite biodegradarea implantului de magneziu la o rata
dorita prin functia sa de bariera. Numeroase cercetari au descoperit ca acoperirea cu chitosan
a crescut semnificativ rezistenta la coroziune a aliajului si performanta pe care a avut-o a fost
dependentd atat de masa moleculara a chitosanului, cét §i de numarul de straturi in acoperire.
in general, acoperirea polielectrolitica derivata din natura polizaharidelor nu poate impiedica
permeabilitatea apei/ionilor. In schimb, invelisul compozit HAp/CS prezinta o rezistentd mai
buna la coroziune comparativ cu CS acoperit pe substrat insa in acest caz la contactul cu
mediul biologic nanofibrele de CS se degradeaza rapid deoarece nu sunt reticulate chimic [H.
R. Bakhsheshi-Rad, X. Chen, A. F. Ismail, M. Aziz, E. Abdolahi, and F. Mahmoodiyan,
Improved antibacterial properties of an Mg-Zn-Ca alloy coated with chitosan
nanofibers incorporating silver sulfadiazine multiwall carbon nanotubes for bone
implants, Polym. Adv. Technol., vol. 30, no. 5, pp. 1333-1339, May 2019, doi:
https://doi.org/10.1002/pat.4563].

Acoperirile polimerice singure pot sa nu satisfaca nevoile practice, totusi prin combinarea
acoperirilor polimerice se pot satisface aplicatiile vizate. Tindnd cont de mediul biologic
extrem de complex, o acoperire compozita are proprietati combinate ale diferitelor acoperiri.
Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in dezvoltarea unor materiale compozite
noi, polimeri-nanoparticule anorganice-subtanta activa, cu potentiale aplicatii in dezvoltarea
de tesuturi osoase, avand proprietati de sisteme cu eliberare controlata, cumarina (substanta
activa) care are proprietati antibacteriene, ce se regaseste in fibrele de PCL si CS (polimeri)
incarcate cu nanoparticule de ZnO (nanoparticulele anorganice).

Procedeul de obtinere a materialelor compozite fibroase implica mai multe etape precum: (1)

pregatirea aliajului AZ31ce implica indepartarea stratului de oxid de magneziu, (2) pregatire;\\
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solutiilor precursor de amestec policaprolactond de concentratie 15% si glutaraldehida,
amestec chitosan de concetratie 2% si policaprolactond, (3) filarea electrostatica a solutiilor
precursor pe aliajului AZ31 in 6 straturi alternante utlizind urmatorii parametrii: debit de
material 8 pl/min, temperatura incintei 23 °C, umiditatea relativd din incintd 50%, voltaj
pozitiv aplicat 23 kV si voltaj negativ -4 kV.

Inventia prezintd multiple avantaje:

- materialele compozite dezvoltate pentru acoperirea aliajelor de magneziu AZ31 au un cost
de productie relativ scdzut, PCL este un polimer sintetic ieftin de sintetizat, la fel si
nanoparticulele de ZnO iar CS si cumarina sunt compusi ce se extrag din materii prime
naturale;

- metoda de acoperire a aliajului AZ31 este simpla, prin filare electrostatici;

- aliajul acoperit obtinut prezinta proprietati antibacteriene si osteoimunomodulatoare;

- aliajul acoperit poate fi un potential sistem cu eliberare controlatd de substante active la
locul implantarii.

Materialele compozite dezvoltate conform inventiei, inldturd dezavantajele materialelor
compozite cunoscute in literatura de specialitate, prin aceea ca sunt formate din 6 straturi
fibroase diferite cu ajutorul cérora sunt acoperite aliajele de magneziu AZ31, primul start
electrofilat care se regdseste la interfata polimer aliaj este realizat din amestecul PCL-
glutaraldehida-cumarina-ZnQO, urmat apoi de al doilea strat electrofilat pe aliajul AZ31, PCL-

CS-cumarind-ZnO si ulterior urmat de inca doua astfel de cicluri de straturi.

Prezentdm in continuare cele 4 tipuri de acoperiri ce au fost realizate in cadrul inventiei §i
care se refera la figurile 1-3:

Figura 1: Probele imersate in SBF dupa 7, 14 si respectiv 21 zile

Figura 2: Comportamentul in H,O si PBS al aliajelor acoperite

Figura 3: Maximele de eliberare de cumarind in 24 de ore si SBF

Exemplul 1: Acoperirea aliajului AZ31 cu straturi alternante de PCL si CS implica mai multe
etape:

- in prima etapa se obfine o solutie stoc (1,9 ml) de PCL de concentratie 15%, prin dizolvarea
a 0,285g PCL intr-un amestec diclormetan:acid acetic 70:30. Apoi aceastd solutie a fost

omogenizatd cu 0,1 ml glutaraldehida;

e

(o
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- in a doua etapa a fost preparatd solutia stoc amestec PCL/CS; 1 ml solutie CS de
concentratie 2% a fost obtinutd prin dizolvarea a 0,02 g chitosan in 0,98 ml amestec acid
acetic:apa 60:40. Aceasta a fost amestecatd cu 1 ml solufie PCL fara glutaraldehida;

- in a treia etapa a fost preparat pentru acoperire aliajul AZ31; a fost taiatd o bara de aliaj
dimensiuni 100x10x1 mm care apoi a fost slefuitd pentru a indeparta stratul oxidat, pentru ca
in final sd fie spalata cu etanol;

- in a patra etapa au fost electrofilate pe suprafata aliajului cele doua solutii In straturi
alternante; pentru obtinerea straturilor 1, 3 si 5 solutia din etapa 1 a fost pusa intr-o seringé ce
a fost ulterior atagati la un injector cu ajutorul caruia s-a stabilit un debit de 8 pl/min. 50 pl de
solutie au fost injectati printr-o duza cu diametrul intern de 0,4 mm si electrofilati la
temperatura constantd de 23 °C si o umiditate relativa de 50%. Pentru obtinerea straturilor 2,
4, 6 solutia din etapa 2 a fost pusa intr-o seringa ce a fost ulterior atasatd la un injector cu
ajutorul cdruia s-a stabilit un debit de 8 pl/min. 100 pl de solutia au fost injectati printr-o duza
cu diametrul intern de 0,4 mm si electrofilati la temperatura constanta de 23 °C si o umiditate
relativd de 50%. Voltajul pozitiv aplicat a fost de 23 kV 1in timp ce voltajul negativ de pe
colector a fost de -4 kV. Viteza de miscare a duzei este de 5 mm/s pe toata distanfa

colectorului pentru a dispune de o acoperire omogena a fibrelor pe aliajul AZ31.

Exemplul 2: Acoperirea aliajului AZ31 cu straturi alternante de PCL si CS in care a fost
dispersatd cumarina implicd mai multe etape:

- In prima etapa se obtine o solutie stoc (1,9 ml) de PCL de concentratie 15%, prin dizolvarea
a 0,285g PCL intr-un amestec diclormetan:acid acetic 70:30. Apoi aceastd solutic a fost
omogenizata cu 0,1 ml glutaraldehida si 1,33 mg cumarina;

- in a doua etapd a fost preparatd solutia stoc amestec PCL/CS; 1 ml solutie CS de
concentratie 2% a fost obtinut prin dizolvarea a 0,02 g CS in 0,98 ml amestec acid acetic:apa
60:40. Aceasta a fost amestecatd cu 1 ml solufie PCL fara glutaraldehida si cu 1,33 mg
cumarina;

- in a treia etapa a fost preparat aliajul AZ31 pentru acoperire; a fost taiatd o bara de aliaj cu
dimensiunile 100x10x1 mm care apoi a fost glefuitd pentru a indeparta stratul oxidat, pentru
ca in final s fie spalata cu etanol,

- In a patra etapd au fost electrofilate pe suprafata aliajului cele doud solutii in straturi
alternante; pentru obtinerea straturilor 1, 3 si 5 solutia din etapa 1 a fost pusa intr-o seringd ce
a fost ulterior atagata la un injector cu ajutorul céruia s-a stabilit un debit de 8 pl/min. 50 pl de

solutia au fost injectati printr-o duzad cu diametrul intern de 0,4 mm si electrofilati la
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temperatura constanta de 23 °C si o umiditate relativd de 50%. Pentru obtinerea straturilor 2,
4, 6 solutia din etapa 2 a fost pusa intr-o seringd ce a fost ulterior atasatd la un injector cu
ajutorul caruia s-a stabilit un debit de 8 pl/min. 100 pl de solutie au fost injectati printr-o duza
cu diametrul intern de 0,4 mm si electrofilati la temperatura constantd de 23 °C si o umiditate
relativd de 50%. Voltajul pozitiv aplicat a fost de 23 kV in timp ce voltajul negativ de pe
colector a fost de -4 kV. Viteza de miscare a duzei este de 5 mm/s pe toata distanta

colectorului pentru a dispune de o acoperire omogena a fibrelor pe aliajul AZ31.

Exemplul 3: Acoperirea aliajului AZ31 cu straturi alternante de PCL, CS si ZnO implica mai
multe etape:

- in prima etapd se obtine o solutie stoc (1,9 ml) de PCL de concentratie 15%, prin dizolvarea
a 0,285g PCL intr-un amestec diclormetan:acid acetic 70:30. Apoi aceastd solutie a fost
omogenizatd cu 0,1 ml glutaraldehida si cu 0,4 mg ZnO;

- In a doua etapd a fost preparatd solutia stoc amestec PCL/CS; 1 ml solutie CS de
concentratie 2% a fost obtinut prin dizolvarea a 0,02 g CS in 0,98 ml amestec acid acetic:apa
60:40. Aceasta a fost amestecatd cu 1 ml solutie PCL fara glutaraldehida si cu 0,4 mg ZnO;

- In a treia etapa a fost preparat aliajul AZ31 pentru acoperire; a fost taiatd o bara de aliaj cu
dimensiunile 100x10x1 mm care apoi a fost slefuitd pentru a indeparta stratul oxidat, pentru
ca in final s& fie spalata cu etanol;

- In a patra etapd au fost electrofilate pe suprafata aliajului cele doud solutii in straturi
alternante; pentru obtinerea straturilor 1, 3 §i 5 solutia din etapa 1 a fost pusd intr-o seringa ce
a fost ulterior atasatd la un injector cu ajutorul ciruia s-a stabilit un debit de 8 pl/min. 50 pl de
solutie au fost injectati printr-o duza cu diametrul intern de 0,4 mm si electrofilati la
temperatura constantd de 23 °C si o umiditate relativd de 50%. Pentru obtinerea straturilor 2,
4, 6 solutia din etapa 2 a fost pusa intr-o seringd ce a fost ulterior atasatd la un injector cu
ajutorul caruia s-a stabilit un debit de 8 pl/min. 100 pl de solutie au fost injectati printr-o duza
cu diametrul intern de 0,4 mm si electrofilati la temperatura constantd de 23 °C si o umiditate
relativd de 50%. Voltajul pozitiv aplicat a fost de 23 kV in timp ce voltajul negativ de pe
colector a fost de -4 kV. Viteza de miscare a duzei este de 5 mm/s pe toata distanta

colectorului pentru a dispune de o acoperire omogena a fibrelor pe aliajul AZ31.

Exemplul 4: Acoperirea aliajului AZ31 cu straturi alternante de PCL, CS, cumarind si ZnO

implicd mai multe etape:
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- in prima etapd se obtine o solutie stoc (1,9 ml) de PCL de concentratie 15%, prin dizolvarea
a 0,285g PCL intr-un amestec diclormetan:acid acetic 70:30. Apoi aceastd solutie a fost
omogenizatd cu 0,1 ml glutaraldehida, 1,33 mg cumarina si 0,4 mg ZnO;

- in a doua etapd a fost preparata solutia stoc amestec PCL/CS; 1 ml solutie CS de
concentratie 2% a fost obtinut prin dizolvarea a 0,02 g CS in 0,98 ml amestec acid acetic:apa
60:40. Aceasta a fost amestecata cu 1 ml solutie PCL fara glutaraldehida, 1,33 mg cumarina si
0,4 mg ZnO;

- 1n a treia etapd a fost preparat aliajul AZ31 pentru acoperire; a fost taiatd o bara de aliaj cu
dimensiunile 100x10x1 mm care apoi a fost slefuitd pentru a indeparta stratul oxidat, pentru
ca in final sa fie spalati cu etanol,

- in a patra etapd au fost electrofilate pe suprafata aliajului cele doud solutii in straturi
alternante; pentru obtinerea straturilor 1, 3 si S solutia din etapa 1 a fost pusd intr-o seringa ce
a fost ulterior atagata la un injector cu ajutorul caruia s-a stabilit un debit de 8 pl/min. 50 ul de
solutie au fost injectati printr-o duzd cu diametrul intern de 0,4 mm si electrofilati la
temperatura constanta de 23 °C si umiditate relativa de 50%. Pentru obtinerea straturilor 2, 4,
6 solutia din etapa 2 a fost pusa iIntr-o seringd ce a fost ulterior atagatd la un injector cu
ajutorul caruia s-a stabilit un debit de 8 ul/min. 100 pul de solutie au fost injectati printr-o duza
cu diametrul intern de 0,4 mm si electrofilati la temperatura constanta de 23 °C si o umiditate
relativa de 50%. Voltajul pozitiv aplicat a fost de 23 kV in timp ce voltajul negativ de pe
colector a fost de -4 kV. Viteza de migcare a duzei este de 5 mm/s pe toatd distanta

colectorului pentru a dispune de o acoperire omogena a fibrelor pe aliajul AZ31.

5’/
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Revendicari

1. Procedeul de obtinere a materialelor compozite fibroase caracterizat prin aceea ca implica
mai multe etape precum: (1) pregatirea aliajului AZ31 ce implica indepartarea stratului de
oxid de magneziu, (2) pregatirea solutiilor precursor de amestec policaprolactonda de
concentratie 15% si glutaraldehida, amestec chitosan de concetratie 2% si policaprolactona,
(3) filarea electrostatica a solutiilor precursor pe aliajului AZ31 in 6 straturi alternante
utlizand urmadtorii parametrii: debit de material 8 pl/min, temperatura incintei este de 23 °C,
umiditatea relativa din incintd este mentinuta la 50%, voltaj pozitiv aplicat de 23 kV si voltaj
negativ de -4 kV.

2. Procedeul de reticulare al fibrelor de chitosan cu glutaraldehidd conform revendicérii 1,
caracterizat prin aceea ca acest procedeu se realizeaza prin contact la interfata dintre straturile
polimerice consecutive (strat fibre de policaprolactona cu glutaraldehida (strat 1, 3, 5) si strat
de policaprolactona cu chitosan (strat 2, 4, 6)) ce are loc prin difuzia glutaraldehidei din
straturile 1, 3 si 5 in straturile 2, 4 si 6 imbundtatind astfel stabilitatea aliajului AZ31 in medii
fiziologice (de la 9% + 21% la 2% + 11%).

3. Procedeul de obtinere al unor materiale compozite fibroase conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ca acestea sunt realizate pe baza de PCL-CS-ZnO-cumarina, utilizate la
acoperirea aliajului AZ31.

4. Procedeul de obtinere al unor materiale compozite fibroase conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ca prezintd o imbunatatire: a stabilitatii degradarii aliajului AZ31, atat
in apd cét si 1n solutie tampon fosfat (PBS) si in fluid corporal simulat (SBF) (tabel 1) (de la
24% la 16-19%); a mineralizdrii aliajului acoperit cu fibrele de material compozit (tabel 2); a
procesului de eliberare a cumarinei pentru 24 h demonstrand caracterul de sistem cu eliberare

controlatd (2-5 pg cumarina eliberate).

Tabel 1. Cantitate de aliaj degradati la 7, 14, respectiv 21 zile de la imersia in SBF

Probe 7 zile, % material 14 zile, % 21 zile, % material
degradat material degradat degradat |
AZ31-PCL-CS 6 13,6 23,5 |
AZ31-PCL-CS-Cumarind 2,5 8,6 16,7
AZ31-PCL-CS-ZnO 2,1 11,3 19,6
AZ31-PCL-CS-ZnO-Cumarina 2.9 10 17,6
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Tabel 2. Continutul procentual atomic din probele analizate dupa imersare in SBF

Proba Cls | Ols | Nls | Mgls | Ci2p | Ca2p | P2p
% | % | % % % % %
AZ31 35 | 42 - 13 - 10 -
AZ31 (7 zile) 20 | 48 - 13 10 9 -
AZ31 (14 zile) 20 | 47 - 18 9 6 -
AZ31 (21 zile) 17 | 47 - 15 11 10 -
AZ31-PCL-CS 73| 27
AZ31-PCL-CS (7 zile) 70 | 29 1
AZ31-PCL-CS (14 zile) 53 | 36 1 10
AZ31-PCL-CS (21 zile) 67 | 30 3
AZ31-PCL-CS (28 zile) 24 | 48 6 11 12
AZ31-PCL-CS-Cumarini 70 | 28 2
AZ31-PCL-CS-Cumarin (7 zile) 64 | 26 4 2 4
AZ31-PCL-CS-Cumarina (14 zile) 33 66 1
AZ31-PCL-CS-Cumarini(21 zile) 78 | 21 1
AZ31-PCL-CS-Cumarini (28 zile) 61 | 31 4 ] 2 1 |
AZ31-PCL-CS-ZnO 73 | 27 ]
AZ31-PCL-CS-ZnO (7 zile) 73 | 26 -
AZ31-PCL-CS-ZnO (14 zile) 62 | 32 1 3 1 1
AZ31-PCL-CS-ZnO (21 zile) 62 | 35 3
AZ31-PCL-CS-ZnO (28 zile) 44 | 40 4 2 6 4
AZ31-PCL-CS-ZnO-Cumarini 72 | 27 1
AZ31-PCL-CS-ZnO-Cumarina (7 zile) 71 27 3
AZ31-PCL-CS-ZnO-Cumarind (14 zile) | 69 30
AZ31-PCL-CS-ZnO-Cumarina (21 zile) | 53 | 36 1 3 4 3
AZ31-PCL-CS-ZnO-Cumarini (28 zile) | 30 | 46 4 10 10
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AZ31-PCL-CS

AZ31-PCL-CS-Cumarina

AZ31-PCL-CS-Zn0O

AZ31-PCL-CS-ZnO-Cumarina

Figura 1. Probele imersate in SBF dupa 7,14 si respectiv 21 zile
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Figura 2. Comportamentul in H2O st PBS al aliajelor acoperide
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