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(567) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui
produs pentru reconstructia defectelor osoase pe baza
de hidroxiapatitd si fosfor tricalcic bifazic biogen.
Procedeul conform inventiei include o faza preliminara
de disociere termica a carbonatului de calciu sub forma
de marmura. dolomitica. si scoici marine in cuptor
electric la o temperatura de 1300°C, timp de & ore in
aer, oxidul de Ca rezultat fiind hidratat cu apa distilata
iar solutia rezultatd este tratatd cu acid fosforic 85%
pipetat la o rata de 1 ml/min. pornind de la calculul
cantitatilor determinate conform reactiilor stoechio-
metrice, cantitatea de ‘acid fosforic fiind crescuta la
110...130% x cantitatea stoechiometrica calculata,
solutia se agita timp de 2 ore la o temperatura de 25°C,
produsul rezultat se usuca prin tratament termic final la
120°C timp de 24 ore, dupa care se macina in moaré.cu
bile de-agregattimp de 2ore, se sorteaza granulometric
prin vibrare pe site succesive cu dimensiuni ale
ochiurilor cuprinse intre 100...20 ym, pulberile obtinute
sunt amestecate cu fascicule de fibre de canepa

sectionate la dimensiuni de 10..50 mm lungime si
impletite/ rasucite sub forma de fascicul cu grosimea de
0,5...1,5 mm si apoi imbibate in solutie de amidon si
biosticla 0,1...2% din masa de amidon, realizata prin
amestecarea a 1/5...1/20 parti volumice de amidon si
biosticla/apa distilata. in baie termostatatata la
70...80°C, raportul pulbere ceramicd/masa fibre de
canepa fiind prestabilit in functie de gradul de porozitate
cuprins intre 10...50%, amestecul rezultat este com-
pactat prin presare izostatica la rece in matrite cu
diametrul de 10...50 mm cu forte de apasare cuprinse
intre 10..25 MPa, urmata de sinterizarea Ia
900...1300°C timp de 1...12 ore in aer, porozitatea pro-
dusului final rezultdnd Tn urma arderii complete, iar
reducerea dimensionald a probelor cilindrice si a
canalelor rezultate este cuprinsa intre 20...35%.
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PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI PRODUS PENTRU RI*;CONSTRUCTIA
DEFECTELOR OSOASE, PE BAZA DE HIDROXIAPATITA $I FOSFAT DE
CALCIU BIFAZIC BIOGEN

Florin MICULESCU, Aura-Catidlina MOCANU, George STAN, Iulian Vasile ANTONIAC,
Mihnea Cosmin COSTOIU, Stefan loan VOICU, Marian MICULESCU, Ileana Mariana
MATES, Augustin SEMENESCU

Inventia vizeazi obtinerea unui produs biomimetic de tip scaffold pe baza de pulberi
de tip hidroxiapatitd/B-fosfat tricalcic derivate din resurse naturale marine si terestre, pentru
reconstructia osoasa a defectelor osoase cu dimensiuni variabile. Proprietitile fizico-chimice
ale acestuia sunt modulate prin controlul parametrilor de prelucrare pe parcursul etapelor
intermediare.

Ingineria tisulard si medicina regenerativa se concentreaza asupra restaurarii formei si
functiei in caz de insuficientd tisulard, care la nivelul osului se traduce prin discontinuitati ale
integritdtii acestuia datorate traumelor, malformatiilor congenitale sau a rezectiilor
chirurgicale. Regenerarea osoasd este un proces complex, temporal si dimensional, menit sa
reconstruiasci osul intr-o formi greu diferentiabili de starea initiald, intacti [1]. In acest sens
se discutd despre un biomodel, o entitate capabild sd reproducd geometria si morfologia
structurii biologice [2]. Aparte de obiectivul obtinerii acestor implanturi, se afld fabricarea si
dezvoltarea materialelor de interes biologic regenerativ, care pot contribui la restaurarea sau
conservarea functiilor fiziologice la nivelul unor zone accidentate [1, 3, 4].

Date fiind limitdrile metodelor actuale de reconstructie, autogrefa si alogrefa, care mai
bine de un deceniu au constituit standardul de aur in domeniu, s-au dezvoltat scaffold-urile
osoase realizate din materiale biocompatibile si celule osoase [S]. In lumina complexitatii
proprietdtilor tesutului osos, realizarea unui scaffold ideal poate fi privitd ca un proces
etapizat: i) fabricarea materialului biocompatibil, nontoxic, nonimunogenic si bioresorbabil
cu o ratd de degradare potrivitd pentru cresterea celulelor/ tesuturilor in vitro sau in vivo, ii)
construirea structurii 3D cadru pentru migratia, specializarea, proliferarea si diferentierea
populatiei de celule regenerative, iii) asigurarea unei structuri interne poroase cu o retea de
pori interconectati pentru cresterea celulara si transportul substantelor nutritive la interiorul
scaffold-ului si in mediul local nativ si iv) imbunitétirea proprietitilor mecanice optime
pentru fiecare aplicatie in parte [1, 6-10]. Dimensiunea minimd a porilor pentru atingerea
unei porozitati corespunzitoare este consideratd 100 um ajungand pand la 1000 um pentru
regenerarea osului in vivo, pe cand osteogeneza in vitro necesitd un ordin inferior de
magnitudine a acestora [6, 11, 12]. Mai mult, dimensiunea interconexiunilor variaza in
domeniul 15-50 pm, putand asigura vascularizareaa structurii [6, 7, 10].

Materialele sintetice sau artificiale sunt preferate ca optiune rezonabild in aceasta
perspectiva, dar nu si integrata [5, 13, 14]. Aditional acestor aspecte, factorul socio-economic
inclind balanta in favoarea unor produse biomimetice obtinute din resurse naturale [15],
capabile sd reproduca fidel formatiunea osoasa in care vor fi implantate. Necesitatea din
punct de vedere economic poate fi privitd si prin prisma aspectelor tehnice privind
remedierea defectelor osoase de dimensiuni mari, mai exact a cantitdtii extinse de material
necesar pentru atingerea acestui obiectiv [16].

Natura oferd o gama largd de materiale cu potential deosebit pentru acest domeniu,
printre care si resurse sustenabile de carbonat de calciu, larg raspandite geografic [7]. Acesta
acoperd mai mult de 4% din suprafata totald a pamantului, regdsindu-se sub trei forme
poli e atit in mediul terestru, in componenta marmurei, cat si marin la nivelul scoicilor si
a a%;semenea cochilii [3, 17]. In mod curent, se resimte o tendintd de obtinere a unui
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material de substitutie de tip fosfat de calciu biogen pornind de la astfel de resurse, imbinand
caracterul environmentally-friendly cu cel socio-economic. Mai mult decét atit, se poate
evidentia astfel o reducere a reziduurilor bogate in calciu rezultate in industria alimentara
dupd procesarea scoicilor [18, 19]. Premisa conversiei carbonatului de calciu s-a stabilit in
1947 [20], insd de atunci metodele de procesare chimicd s-au diversificat fard a conferi o
metodologie complet reproductibild [21]. Studii recente [22, 23] au incercat rezolvarea
acestei problematici, obtindnd cu succes o rutd adaptatd de sintezd a fosfatilor de calciu
(hidroxiapatita, fosfat tricalcic, fosfat de calciu bifazic) pornind de 1a metoda indirectd Rathje
[24] si utilizand resurse de tip marmura dolomiticd si midii. Cercetdrile din domeniu s-au axat
in principal pe conservarea structurii poroase a precursorilor naturali pe baza de carbonat de
calciu, deci pe conversia pe cale directd a acestuia cu agenti pe baza de fosfor [25, 26].

Prin modularea parametrilor de sinteza si a tratamentului termic ulterior se asigurd un
risc scdzut de contaminare cu reziduuri (urme de oxid de calciu) provenite in urma reactiei
dintre hidroxidul de calciu (obtinut prin transformarea termicd a carbonatului de calciu
natural) si acidul fosforic [27, 28]. Se poate obtine astfel un material bifazic de tip
hidroxiapatitd si brushite, datoritd formei dolomitice a marmurei, sau hidroxiapatitd purd
nestoechiometricd, améandoud fiind transformate in fosfat de calciu bifazic prin tratament
termic in atmosferd controlata [22]. Rationamentul dezvoltdrii unor astfel de materiale are la
bazd similitudinea compozitionald a acestora cu componenta minerald a osului natural,
precum si proprietdti bine cunoscute de biodegradabilitate, bioactivitate, osteoconductivitate
si osteointegrare care asigurd remodelarea tesutului osos [29-32].

Materialul ceramic obtinut in urma sintezei chimice se proceseazi ulterior prin
mdcinare pand la stadiul de pulbere cu granulatie nanometrici. Tot din perspectiva
contamindrii, se aleg pentru aceastd etapid mori cu bile de agat, indicate pentru materialele
ceramice. Sortarea granulometricd este o altd etapd logicd, dat fiind cd sinterizarea
ceramicelor este influentatd de dimensiunea particulelor [33]. Ulterior, materialele pot fi
implicate in procese conventionale sau solid freeform de obtinere a structurilor 3D de tip
scaffold. Independent de metodd, cerintele impuse produsului final vizeazi o porozitate
interconectatd (40-60%) si un volum al porilor adecvate pentru fiecare aplicatie in parte [34],
care sd permitd dezvoltarea retelei vasculare prin care se asigura transportul oxigenului si al
nutrientilor, decisive pentru viabilitatea celulard [35]. La nivelul tesutului natural, aceste
functii se asigurd printr-un sistem foarte ramificat de vase de sange mai mari, care este
subdivizat in capilare mici. Distanta maxima dintre acestea este de ~ 200 pm, in concordanta
cu limita de difuzie a oxigenului [29, 36].

O modalitate de abordare a acestui aspect constd in realizarea scaffold-urilor cu
canale, prin amestecarea materialelor ceramice cu materiale volatile (naftalind, peroxid de
hidrogen) ori agenti porogeni polimerici [29, 37]. Macroporozitatea si formarea
microcanalelor este asiguratd prin degradarea termicd a acestor agenti, iar microporozitatea
este o0 consecintd a temperaturii si a duratei sinterizarii [38]. Acelasi concept poate fi aplicat
si prin utilizarea unor fibre naturale vegetale de tipul cénepei. Proprietdti precum
disponibilitate, regenerare, cost scdzut si biodegradabilitate le recomandd ca si metoda
alternativd ecologicd si sustenabild [39]. Principala componenta structurald care asigura
rezistenta si stabilitatea peretilor vegetali este celuloza, abundent raspanditd, iar diametrul
fibrelor de canepd variaza in intervalul 15 - 50 pm, situat sub minimul necesar
interconexiunii porilor [34, 40]. Compozitele obtinute prin ranforsarea cu astfel de fibre sunt
si ele de asemenea o alternativa imaginabild la materialele traditionale de umplere [41]. Mai
mult, dat fiind caracterul bioactiv al biosticlelor [42], acestea pot fi utilizate ca si adjuvant al
procesului de regenerare osoasd, conducand caracterul compozitelor din osteoconductiv in
os}§6inductiv. Distribuita la suprafata interioard a microcanalelor, biosticla va fi impliczit’ﬁ_ in
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desfasurarea reactiilor de suprafatd prin care se formeaza o apatitd carbonatata ce va asigura
suportul si va favoriza adeziunea, proliferarea si diferentierea celulelor osoase [43]. Aparte de
avantajele biologice, concentratii mici de biosticla inlesnesc procesul de sinterizare, facilitind
densificarea [44]. Proprietitile mecanice (rezistentd la compresiune) sunt de asemenea
imbunititite prin substitutia partiald a fosforului cu siliciu in structura hidroxiapatitei,
generatoare de tensiuni care impiedicad propagarea fisurilor [45, 46].

Desi unele metode de obtinere a compozitelor cu fibre naturale/colagen si
hidroxiapatitd au fost deja brevetate [47-49] domeniul se confruntd incd cu neajunsuri in

IRPRE] .

privinta accesibilitdtii si a regenerdrii resurselor naturale si a anizotropiei proprietatilor
produselor rezultate.

Principalii parametri de interes pentru obtinerea acestor materiale sunt legati de
disocierea termicd a carbonatului de calciu, parametrizarea cat mai precisd a sintezei umede,
raportul material ceramic/ agent porogen si tratamentul termic final care induce de fapt
proprietatile de material de interes.

Descompunerea termicd a carbonatului de calciu a fost explicatd utilizand o sfera de

carbonat de calciu: initial reactia se produce mai rapid la exteriorul sferei, formandu-

se un strat de oxid de calciu, care in urma contractiei produce fisuri in stratul exterior
al sferei. Se expune alstfel o noud sferd de carbonat, iar descompunerea se produce in
continuare. Disocierea se bazeaza pe reactia chimici la temperatura ridicata (600 —
1200°C) in urma cidreia se produce degajarea dioxidului de carbon si formarea
oxidului de calciu (in proportie de 43 wt.%) [50, 51]. Desi dolomitul este considerat
mai degrabd un material independent decit o combinatie intre carbonatul de calciu si
cel de magneziu, descompunerea termicd indicad formarea initial a oxidului de
magneziu concomitent cu carbonatul de calciu, urmata de disocierea celui din urma

conform teoriei de mai sus [52].

Amestecul solutiillor de oxid de calciu hidratat si acid fosforic (calculat

stoechiometric) poate conduce la precipitarea unor faze diferite de fosfati de calciu,

dependent de cantitatea de reactiv utilizata si a pH-ului solutiei rezultate [53]. Reactia
cadru se produce exoterm, odatd cu eliberarea controlatd a anionilor fosfat in apd, in
trei etape (dizolvarea reactantilor, nucleatia fazei noi si cristalizarea produsilor de
reactie); solutia se transforma intr-un gel cu molecule slab interconectate. Rapiditatea
reactiei poate fi controlatd doar prin gradul de pipetare al reactivului si agitare
magneticd. Densificarea gelului se produce gradual pand in punctul in care
amestecarea devine dificil de realizat. Acest moment corespunde etapei de cristalizare

a gelului in jurul particulelor de oxid de calciu nereactionate [23].

Tendinta generald a transformdrilor care se produc la temperaturd ambiantd este

urmitoarea: fosfat de calciu amorf — brushite — fosfat octacalcic — hidroxiapatita.

Din punct de vedere termodinamic, brushite-ul format ca produs primar sau secundar

in urma precipitdrii din solutii cu aciditate moderatd sau neutrd, prezintd un caracter

metastabil (poate ramane stabil, reprecipita sau dizolva) fiind considerat drept
precursor al hidroxiapatitei [22]. Forma anhidra a brushite-ului — monetite — poate
precipita la inceputul sintezei in conditii de aciditate crescutd sau in urma altor etape
de procesare [13]. Un substrat magnezic (prezent de la inceputul reactiei) influenteaza
fenomenele de cristalizare astfel: ionii de magneziu care se formeaza dupa hidroliza
hidroxidului de magneziu ocupd mai mult spatiu in reteaua cristalina a fosfatului de
calciu si deci scade gradul de cristalinitate al acestuia [54, 55]. Se observia astfel
efectul inhibitor al magneziului asupra cresterii cristalelor de hidroxiapatitd, dar si
posibilitatea sintezei unui fosfat de calciu bifazic derivat din marmurd [56]. Se

/7 4 L,

W A CHuwscan . Gf~ fUferC o [Cuy

Pagina 3

)



RO 135807 A0

considerd ca in cazul materialelor cu ioni de magneziu incorporati, comportamentul in
vivo al acestora este foarte asemandtor cu cel al mineralului osos [57].

Realizarea structurilor 3D cu ajutorul fibrelor de cnepad imbibate in solutie de amidon
si biosticld (pulbere), incepe prin obtinerea gelului pe bazda de amidon. Utilizarea
amidonului ca agent porigen, singur sau in combinatie cu alti aditivi, poate defini o
structurd poroasd fard a i afecta biocompatibilitatea, deoarece amidonul este
biodegradabil. Interactiunea amidonului cu apa determind gelatinizarea/topirea
amidonului. Desfdsurarea fenomenului de ingrosare si gelifiere se produce la
temperaturi cuprinse intre 60 — 80° si depinde de cantitatea de apd disponibild in
vecindtatea granulelor de amidon: o cantitate redusd de apd nu asigurd expandarea
suficientd pentru formarea unui gel, in vreme ce excesul de apa poate duce la
separarea cristalitelor de gel, fenomen asociat cu lipsa topirii. Consolidarea fibrelor de
cinepd si a particulelor ceramice este inlesnitd de absorbtia zonelor cristaline ale
amidonului la suprafata particulelor, actionand astfel ca un liant [58].

Sinterizarea este fundamentala, deoarece asigurd proiectarea finald a microstructurii
(dimensiunea si forma granulelor, raportul de porozitate, dimensiunea porilor si a
canalelor) si poate fi urmadritd pentru fiecare tip de material in parte. Degradarea
termicd a amidonului incepe cu evaporarea apei neinglobate in structurd, urmata de
eliberarea apei inglobate in structurd si pierderea maleabilitdtii materialului.
Evaporarea apei se incheie in jurul temperaturii de 120°, iar degradarea termica a
amidonului continud cu formarea unui reziduu cidrbunos in intervalul 350 — 800°, dupa
care este asteptatd oxidarea reziduului [58]. Concomitent, descompunerea fibrelor de
canepd prezintd o pierdere masicd minord sub 200°C, care poate fi atribuiti eliberarii
apei. Intre 200 — 500° are loc descompunerea biopolimerilor majori de la nivelul
fibrei, urmatd de degradarea materiei volatile stabile, la temperaturi peste 500°.
Pierderea masicd principald are loc intre 300 — 400°C si reprezintd 60% din masa
fibrelor de canepd, corespunzitoare cantitdtii de celuloza [59]. Dati fiind compozitia
chimicd modulatd a materialelor ceramice, descompunerea acestora in fosfati de
calciu bifazici (hidroxiapatitd/ B-fosfat tricalcic) sau doar B-fosfat tricalcic are loc la
temperaturi de 1200°C. Panda la 750°C, are loc o expansiune intrinsecd a
comprimatului, iar la temperaturi mai mari incepe densificarea prin eliminarea porilor
initiali. Proba se micsoreazi si atinge densitatea maximi in forma bulk. in stadiul
final, la 1050 — 1200°C, porozitatea este diminuatd, obtinandu-se un produs ceramic
complet dens [60]. Pe parcursul procesului de sinterizare particulele de biosticld vor
peliculiza la interiorul microcanalelor generate de fibrele de cénepi si intergranular;
formarea altor compusi, precum oxid de calciu nereactionat ori reziduuri ale
materialelor naturale, nu a fost identificatd prin studii de difractie cu radiatii X [22].
Avand in vedere macroporozitatea si microporozitatea, un alt factor important consta

in mentinerea si asigurarea unor caracteristici mecanice specifice segmentului de os supus
remodeldrii. Desi microporozitatea este importantd pentru bioresorbabilitatea materialului, iar
o macroporozitate ridicatd faciliteazad revascularizarea si cresterea tesutului osos la interiorul
scaffold-ului, dezavantajul major care apare in cazul unui volum prea mare de pori este
reducerea rezistentei mecanice [9]. Prin urmare, este necesar un compromis avantajos al
proprietdtilor structurale pentru asigurarea unei bune functiondri in vivo. Pornind de la
aceastd premizd, dupd obtinerea structurilor 3D, se impune o continud imbunititire a
proprietdtilor acestora pentru a satisface cat mai fidel cerintele arhitecturale, biologice si
mecanice specifice unei anume aplicatii [6].

Obiectivul propunerii de brevet constd in obtinerea unei structuri 3D (scaffold)

d%’!inaté reconstructiei de‘fectelor osoase de dimensiuni variabile,I re|alizat din hidroxiapatita
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si materiale bifazice (hidroxiapatitd/ B-fosfat tricalcic) derivate din resurse biogene si fibre
naturale (fascicule de canepda imbibate in solutie de amidon si biosticld) cu compozitie
prestabilitd, capabila si indeplineasca cerintele mecanice si de biocompatibilitate.

Problema tehnicd pe care o rezolvd inventia constd in posibilitatea moduldrii
compozitionale si fazice a materialelor prin modificarea parametrilor in cadrul fiecarei etape
de producere a structurii de tip scaffold, pentru a induce proprietatile necesare regenerarii
osoase. Structurile realizate din hidroxiapatitd si fosfati de calciu bifazici ranforsati cu
fascicule din fibre naturale de tip canepa si biosticld, cu compozitie si proprietiti arhitecturale
prestabilite, permit un comportament predictibil atat in vitro cat si in vivo, asigurand si
necesarul caracteristicilor de rezistentd mecanica.

1. Procedeul propus conform inventiei, de obtinere a unui produs pentru reconstructia
defectelor osoase, pe bazd de hidroxiapatita si fosfat de calciu bifazic biogen, cu raport
controlat intre hidroxiapatitd si fosfatul tricalcic, rezolva aceastd problema tehnicad, prin
prisma faptului cd, dupa o faza preliminara de disociere termicad a carbonatului de calciu
sub formd de marmura dolomitica si scoici marine in cuptor electric la temperatura de
1300°C cu mentinere 6 ore in atmosferd de aer, realizeaza hidratarea oxidului de calciu
rezultat cu apa distilatd, solutia rezultata fiind tratatda cu acid fosforic de concentratie
85% pipetat la o ratda de 1 ml/min pornind de la calculul cantitétilor determinate conform
reactiilor stoechiometrice, pentru modularea compozitiei cantitatea de acid fosforic fiind
crescutd la 110-130% x cantitatea stoechiometricd calculatd, solutia fiind agitata
magnetic 2 ore la 25°C, uscarea produsului rezultat fiind realizata prin tratament termic
final 1a 120°C, 24 de ore, dupa care este realizatd macinarea acestuia in moara cu bile de
agat timp de 2 ore si sortarea granulometricd prin vibrare in site succesive cu dimensiuni
ale ochiurilor in intervalul 100-20 um. Pulberile obtinute sunt amestecate cu fascicule de
fibre de canepa sectionate la dimensiuni de 10 — 50 mm lungime si impletite/rasucite sub
forma unui fascicol cu o grosime de 0.5 — 1.5 mm si apoi imbibate in solutie de amidon

st biosticld — 0.1 — 2% din masa de amidon, realizatd prin amestecarea a Ys— 20 parti
volumetrice de amidon si biosticld/apa distilatd in baie termostatatd la 70 ~ 80°C,
raportul de pulbere ceramicad/ masa fibre de canepd pentru obtinerea amestecului
compozit fiind prestabilit in corelatie cu gradul de porozitate de 10 — 50%. Amestecul
rezultat este compactat prin presare izostatica la rece in matrite cu ® 10 — 50 mm la forte
de apasare cuprinse intre 10 — 25 MPa in functie de porozitatea si proprietitile mecanice
dorite ale produsului final, care este obtinut prin sinterizare in cuptor electric la 900 —
1300°C timp de 1 — 12 ore, in atmosferd de aer, porozitatea produsului rezultand in urma
arderii complete a materialelor organice introduse, cu reducerea dimensionald de 20 —
35% a probelor cilindrice si a canalelor rezultate, modularea caracteristicilor mecanice si
biologice fiind obtinutd prin temperatura si timpul de mentinere al sinterizdrii si
peliculizarea particulelor de biosticla.
Procedeul conform inventiei prezinta avantajul obtinerii unei structuri 3D de tip scaffold
cu compozitie, porozitate si proprietdti mecanice controlate obtinute ca functie de cantitatea
de acid fosforic implicatd in sintezd si a raportului intre hidroxiapatiti+fosfat tricalcic/
cantitate de fibre de canepa imbibate in {EGEGEGGTGTGTGGGEEEEE. 2ccstc proprietiti fiind
dependente de parametrii tratamentului termic final.
Inventia este prezentatd pe larg in continuare in concordantd si cu figurile 1 si 2,
reprezentand:
- Fig. 1,a,b: Reprezentarea graficd a scaffold-urilor prezentate in tabelul 1;
- Fig. 2: Exemplu concret de realizare a unui scaffold conform procedeului

inventiei.
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Procedeul conform inventiei, de obtinere a unui produs pentru reconstructia defectelor
osoase, pe baza de hidroxiapatitd si fosfat de calciu bifazic biogen, cu raport controlat intre
hidroxiapatitd si fosfatul tricalcic, dupa disocierea termicd a carbonatului de calciu sub forma
de marmuri si scoici marine la 1300°C, timp de 6 ore, pentru a obtine un material bifazic cu
raport prestabilit intre hidroxiapatitd si fosfatul tricalcic, realizeazd hidratarea oxidului de
calciu rezultat, solutia rezultata fiind tratata cu acid fosforic pipetat la o ratd de 1 ml/min
pornind de la calculul cantitdtilor determinate conform reactiilor stoechiometrice. Prin adaos
de +10 - 30% x cantitatea stoechimetricd de reactiv si agitare magneticd la temperatura
camerel timp de 2 ore, se obtine dupi sinteza si uscare la 120°C timp de 24 ore hidroxiapatitd
sau hidroxiapatitd+brushite, in functie de precursorul natural utilizat (marmurd sau scoica).
Materialul este ulterior macinat in moara cu bile de agat timp de 2 ore si sortat granulometric
prin vibrare in site succesive cu dimensiuni ale ochiurilor in intervalul 100 — 20 um. In faza
urmdtoare, fibrele de cinepa sunt sectionate la dimensiuni de 10 — 20 mm lungime, se
impletesc/rdsucesc pentru a se obtine o grosime a fascicolului in intervalul 0.5 — 1.5 mm, care
este ulterior imbibat intr-o solutie apoasd de amidon si biosticld — 0.1 — 2% din masa de

amidon, obtinutd prin amestecarea a Ys- 20 pdrti volumetrice de amidon si biosticld/apa
distilati in baie termostatati la 70 — 80°C, urmiand a fi modelate sub diferite forme
(vermiculare) si uscate la temperatura camerei. Ulterior se obtine un amestec format din fibre
imbibate uscate, cu rezistentd moderatd la indoire, si material bioceramic sintetizat care se
compacteaza prin presare izostaticd la rece, in matrite cu diametrul @ 10 — 50 mm, cu forte de
apdsare cuprinse intre 10 — 25 MPa. Urmeaza tratamentul termic la 900 — 1300°C timp de 1 -
12 ore al comprimatelor, in urma céruia pulberea se transformd in material bifazic cu limitele
70 — 100% hidroxiapatitd si 30 — 0% B-fosfat tricalcic, raportul de hidroxiaptitd scizand cu
cresterea cantitdtii de acid fosforic, iar porozitatea fiind un rezultat al arderii complete a
materialelor organice introduse, obtinuta intr-un interval de 10 — 50% prin utilizarea a 0.1 —
55 g de fibre de cénepd functie de dimensiunile acesteia, gradul de porozitate dorit si
dimensiunile corpului cilindric. Reducerea dimensionali a canalelor este direct proportionala
cu reducerea dimensionald a probelor cilindrice in intervalul 20 — 35%.

Conform inventiei, elementele de noutate, raportate la articolele si brevetele

publicate, constau din:
= Posibilitatea moduldrii compozitiei si structurii cristalografice a materialelor
sintetizate (raport hidroxiapatitd/brushite variabil) pentru a obtine un material
bioceramic bifazic cu compozitie controlatd post sinterizare (raport hidroxiapatita —

fosfat tricalcic intre limitele 70 — 30% si 100 — 0%);

= Metoda de obtinere a structurilor 3D de tip scaffold cu porozitate sub forma de canale
si proprietdti mecanice controlate.

In general, procesarea unor astfel de produse se realizeazi in trei etape succesive:
sinteza biomaterialului pulverulent, formarea corpului tridimensional prin compactarea
amestecului de pulberi si fascicule de fibre, respectiv si sinterizarea produsului.

Conform procedeului inventiei, se obtine initial materialul bioceramic derivat din
precursori naturali de tip marmurd dolomitica si scoici marine, in doua etape:

= Conversia carbonatului de calciu in oxid de calciu prin tratament termic:
» Periaj mecanic pentru indepartarea impuritatilor provenite din mediul natural

» Sectionarea pldcilor de marmuri pentru asigurarea unei difuzii termice optime

» Calcinare in cuptor electric la 1300°C cu mentinere 6 ore, in atmosferd de aer
» Ricire lentd in cuptor
= Conversia oxidului de calciu in fosfat de calciu biogen:
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» Hidratarea oxidului de calciu cu apé distilatd pentru obtinerea hidroxidului de
calciu;

» Amestecarea a 10 g de hidroxid de calciu in 200 ml de apa distilata si tratarea
suspensiei cu 5.5 ml acid fosforic de concentratie 85 % pipetat la o ratd de aditie
de 1 ml/min, cantititile fiind determinate conform ecuatiilor stoechiometrice.
Pentru modularea compozitiei s-a crescut doar cantitatea de acid fosforic, valorile
fiind determinate astfel: 110 — 130% x cantitatea stoechiometrica calculata.

» Agitare magnetica timp de 2 ore la 25°C

» Uscare preliminara timp de 24 de ore in aer la temperatura ambiantd urmat de
tratament final de uscare la 120°C timp de 24 ore

» Maicinare in moard cu bile de agat timp de 2 ore si sortare granulometricd prin
vibrare in site succesive cu dimensiuni ale ochiurilor in intervalul 100-20 pm.

Pulberile ceramice obtinute se depoziteazd in cutii sterile Petri si se ermetizeaza

imediat in exicator cu silica-gel pentru a preveni o ulterioara umidificare din aerul atmosferic.

In etapa urmitoare, pentru realizarea structurilor 3D de tip scaffold:

» Se prepard initial solutia apoasd de amidon si biosticla — 0.1 — 2% din masa de

amidon, prin amestecarea a Y s~ /20 parti volumetrice de amidon si biosticld/apa

distilata in baie termostatati la o temperaturd constanta intre 70 — 80°C.

= Fibrele de canepd se sectioneazd la dimensiuni de 10 — 50 mm lungime, se
impletesc/rdsucesc pentru a se obtine o grosime a fascicolului in intervalul 0.5 - 1.5
mm i se imbiba in solutia apoasa de amidon, urmand a fi modelate sub diferite forme
si uscate la temperatura camerei.

= In functie de gradul de porozitate dorit 10 — 50% si de dimensiunile fascicolului de
canepd, se calculeza raportul pulbere ceramicd/ masa fibre de canepa pentru obtinerea
amestecului compozit. Acesta este ulterior comprimat prin presare izostatica la rece in
matrite cu @ 10 — 50 mm la forte de apdsare cuprinse intre 10 — 25 Mpa (pentru 10 g
de pulbere si dimensiuni de 10 x 10 mm ale corpului cilindric se poate utiliza o
cantitate cuprinsd intre 0.1 — 0.5 g fibre).

* Produsele cilindrice cu inaltimi intre 10 — 50 mm se trateaza termic in cuptor electric
la 900 — 1300°C cu mentinere de 1 — 12 ore, in atmosferd de aer. Ricirea se realizeaza
lent in cuptor. Transformarea materialului ceramic conduce la obtinerea unui fosfat
bifazic cu limitele 70 — 100% hidroxiapatita si 30 — 0% B-fosfat tricalcic, raportul de
hidroxiapatitd scdzand cu cresterea cantitatii de acid fosforic utilizat in timpul sintezei.
Porozitatea produsului rezultd in urma arderii complete a materialelor organice
introduse. Reducerea dimensionald a canalelor este direct proportionald cu reducerea
dimensionald a probelor cilindrice in intervalul 20 — 35%. Caracteristicile mecanice si
biologice sunt modulate prin temperatura si timpul de mentinere al sinterizarii si prin
peliculizarea particulelor de biosticli la interiorul microcanalelor si intergranular.
Dupa parcurgerea tuturor etapelor, in ordinea si cu parametrii prestabiliti mai sus, se

obtin produse masive sub formd cilindricd cu canale interne interconectate, cu compozitie
fazicd, porozitate si caracteristici mecanice controlate in final prin tratament termic.

Pentru obtinerea unor produse cu forme personalizate, in functie de necesitatea in
cadrul unei anume aplicatii, structurile 3D de tip scaffold pot fi prelucrate mecanic
intraoperator sau pre-operator, dacd existd posibilitatea proiectdrii implantului prin
reconstructie tridimensionald pe baza rezultatelor analizelor de imagisticd medicala.

Caracteristicile biologice, arhitecturale si functionale impuse pentru reconstructia
rapidd a defectelor osoase cu dimensiuni variabile au condus la alegerea dimensiunilor
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prezentate in acest brevet. Porozitatea produsului final de tip scaffold este dependenta de
parametrii de prelucrare a fibrelor de canepa si a procesului de sinterizare.

Tabel 1: Corelatie intre caracteristicile fibrelor de cdnepd si porozitatea produselor de tip
scaffold

Dimensiuni ale scaffold-ului Dimensiuni ale fibrelor
E 1 - Porozitate
Xemplu . Iniltime Diametru Lungime Diametru teoretici
[mm] [mm] [mm)] [mm]
1 10 10 30 1 15%
2 30 30 50 1 29%

Reprezentirile graficice ale scaffold-urilor prezentate in Tabelul 1 sunt redate in fig.1:
Un exemplu concret de realizare a unui produs de tip scaffold conform procedeului
inventiei este prezentat in fig.2.

Exemplu

Intr-un exemplu de realizare a inventiei, plicile de marmuri sectionate si scocile au fost
periate mecanic pentru a indeparta impuritatile provenite din mediul natural, dupa care au fost
supuse unui tratament termic la 1300°C timp de 6 ore pentru a transforma carbonatul de
calciu in oxid de calciu. Conversia acestuia in fosfat de calciu biogen se produce prin
hidratare cu apa distilata si tratament cu acid fosforic de concentratie 85% pipetat la rata
constantd de 1ml/min, astfel: la 10 g de hidroxid de calciu sunt necesari 200 ml apa distilata
si 5.5 ml acid fosforic, cantitate calculatd conform reactiilor stoechiometrice. Reactia se
produce prin agitare magnetica timp de 2 ore, la temperatura ambianta.

Pulberile au fost uscate preliminar la temperatura camerei timp de 24 ore si ulterior la 120°C
timp de 24 de ore, umand a fi macinate in moara cu bile timp de 2 ore si sortate granulometric
pentru a asigura dimensiuni ale particulelor intre 100-40 pm.

) y . T . 1 .
Solutia apoasd de amidon si biosticla a fost preparatd prin amestecarea a /s parti
volumetrice de amidon si biosticld/ apa distilatd in baie termostatatd la o temperatura
constantd de 75°C. Cantitatea de biosticla a fost de 0.1% din masa de amidon. Fibrele de
canepa au fost sectionate la dimensiuni de 30 mm lungime, impletite/rasucite pentru a se
obtine o0 grosime a fascicolului de 1 mm si s-au imbibat in solutia apoasd de amidon si
biosticld, urmand a fi modelate sub diferite forme si uscate la temperatura camerei. Pulberea
sintetizatd s-a amestecat cu fibrele de cdnepa imbibate in solutia de amidon si biosticld, iar
amestecul a fost comprimat la presiune de 10 MPa pentru a se obtine un corp cilindric cu
diametrul de 30 mm si indltimea de 30 mm. Raportul masic pulbere ceramicd/fibre de canepa
a fost de: 30/1.8.

Corpul ceramic a fost supus unui tratament termic de sinterizare la 1200°C timp de 10 ore in
cuptor electric si atmosfera de aer.

Prin procedeul descris mai sus a fost obtinut un produs de tip scaffold cu compozitie bifazica
de tipul 90% hidroxiapatita — 10% B-fosfat tricalcic, cu porozitate teoreticd de 25%,
dimensiuni ale porilor de 500-1000 um si o reducere dimensionala de 34%.
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REVENDICARI

1. Procedeu de obtinere a unui produs pentru reconstructia defectelor osoase, pe baza de
hidroxiapatitd si fosfat de calciu bifazic biogen, cu raport controlat intre
hidroxiapatita si fosfatul tricalcic, incluzénd o faza preliminara de disociere termicd a
carbonatului de calciu sub forma de marmuréd dolomitica si scoici marine in cuptor
electric la temperatura de 1300°C cu mentinere 6 ore 1n atmosferd de aer,
caracterizat prin aceea ca, oxidul de calciu rezultat in prima faza este hidratat cu
apa distilatd, solutia rezultatd fiind tratatd cu acid fosforic de concentratie 85%
pipetat la o ratd de 1 ml/min pornind de la calculul cantitatilor determinate conform
reactiilor stoechiometrice, pentru modularea compozitiei cantitatea de acid fosforic
fiind crescutd la 110-130% x cantitatea stoechiometrica calculatd, solutia fiind agitata
magnetic 2 ore la 25°C, uscarea produsului rezultat fiind realizatd prin tratament
termic final la 120°C, 24 de ore dupa care este realizatd macinarea acestuia In moara
cu bile de agat timp de 2 ore si sortarea granulometrica prin vibrare in site succesive
cu dimensiuni ale ochiurilor in intervalul 100-20 pm, pulberile obtinute fiind
amestecate cu fascicule de fibre de canepd sectionate la dimensiuni de 10 — 50 mm
lungime si Tmpletite/rasucite sub forma unui fascicol cu o grosime de 0.5 — 1.5 mm si
apoi Tmbibate in solutie de amidon si biosticla — 0.1 — 2% din masa de amidon,

realizatad prin amestecarea a 1 5~ /20 parti volumetrice de amidon si biosticld/apa
distilatd in baie termostatatd la 70 — 80°C, raportul de pulbere ceramicd/ masd fibre
de canepad pentru obtinerea amestecului compozit fiind prestabilit in corelatie cu
gradul de porozitate de 10 — 50%, amestecul rezultat fiind compactat prin presare
izostaticd la rece in matrite cu @ 10 — 50 mm la forte de apdsare cuprinse intre 10 —
25 MPa in functie de porozitatea si proprietitile mecanice dorite ale produsului final,
care este obtinut prin sinterizare in cuptor electric la 900 — 1300°C timp de 1 — 12
ore, in atmosfera de aer, porozitatea produsului rezultind in urma arderii complete a
materialelor organice introduse, cu reducerea dimensionald de 20 — 35% a probelor
cilindrice si a canalelor rezultate, modularea caracteristicilor mecanice si biologice
fiind obtinutd prin temperatura si timpul de mentinere al sinterizdrii §i prin
peliculizarea particulelor de biosticla la suprafata canalelor si intergranular.

2. Procedeu de producere a unui produs pentru reconstructia defectelor osoase conform
revendicérii 1, caracterizat prin aceea cd, modularea gradului de porozitate al produsului
din fosfat de calciu bifazic biogen de tipul hidroxiapatitd/fosfat tricalcic este realizata
conform tabelului 1 in corelatie cu raportul de pulbere ceramicd/ masa fascicule de fibre
de cénepa imbibate 1n solutie de amidon si biosticld si porozitatea produselor de tip
scaffold:

Tabel 1: Corelatie intre caracteristicile fibrelor de cdnepd si porozitatea produselor de tip
scaffold

Dimensiuni ale scaffold-ului Dimensiuni ale fibrelor
E ! — Porozitate
xempiu Iniltime Diametru Lungime Diametru  teoretici
[mm] [mm] [mm] [mm]

1 10 10 30 1 15%

2 30 30 50 1 29%
/7 4 ] / -
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Fig. l.a, b




RO 135807 A0

SINTEZA UMEDA ADAPTATA
Obtinere pulberi ceramice

= Hidratare oxid de calciu: apa distiiata
Formare solutie de sintezd

e Apa distilatd: 200 mi

& Hidroxid de calciu: 10 g

e Acid fosforic {85%): 5.5 ml

& Ratd de aditie acid: 1 mi/min

e

DESCOMPUNERE TERMICA
Obginere oxid de calciu biogen

/////////

g

Agitare magneticG
s Temperaturd: 25°C
= Durat3: 2 ore
= Rotatii pe minut: 700 rpm

s Periaj mecanic
= Sectionare placi de marmurad
Tratament termic in cuptor electric
= Temperatura: 1300°
= Duratd: 6 ore
= Atmosferad: aer
= R3cire: in cuptor

Tratament termic de uscare
> Preliminar: 24 ore/ RT
= Temperatura: 1300°
s Duratd; 6.ore
Atmosfe a:aer

FORMARE PRODUSE 3D
Solutie apoasé de amidon si biosticld
= Biosticld: 8.1% din masa de amidon
= Partivol. amidon+biosticld/apa distilata: 1/
= Mediu: baie termostatata
= Temperatura: 75°C

SINTERIZARE

Tratament termic in cuptor
electric cu ventilatie continud

= Temperatura: 1200°

® Duratd: 10 ore . Fibre de cénepd imbibate in solutie apoasd de
* Atmosfera: aer . amidon+biosticld
® Racire:in cuptor F = Dimensiuni de sectionare: 12 mm

=  Diametru fascicui priri rasucire: 1 mm
&  Modelare: diferite forme
= Liscare: temperatura camerei (RT}

Prelucrare mecanicd

eSS 55 * Formare amestec —raport masic puibere
ceramicd/ fibre canepa imbibate: 30/ 2
Scaffold pentru = Presare: 10 MPa

reconstructie osoasa = Forma: cilindricd
& Dlmensmmmlmdru

h = 30 mm = 3¢ mm

® Porozitate teoretica: 29%

= Dimensiune pori: 500 ~ 1000 gm
= Reducere dimensionalad {dupa sinterizare): 34%
s Compozitie fazica: 80% hidroxiapatitd — 10% B -

Fig. 2.
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