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Inventia se refera la o compozitie de material bio-
compatibil si la un procedeu de obtinere a acesteia.
Compozitia de material biocompatibil este un amestec
de poliuretan si colagen (PU + HC); poliuretan, colagen
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si acid hialuronic (PU + HC + EL + HA); poliuretan,
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extrudere, si 0 biocompatibilitate ridicata, fiind destinate
producerii de dispozitive medicale (sonde urinare,
tubulaturéd pentru pompele peristaltice, perfuzoare,
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branule etc.). Procedeul de obtinere a compozitiei bio-
compatibile, conform inventiei, consta in introducerea
compusilor solizi (plimerii naturali) intr-o solutie de
poliuretan Tn dimetilformamida, la temperatura de
60...70°C, si eliminarea solventului. Procedeul este
simplu, nu necesita utilizarea unor instalatii complexe si
utilizeza substante accesibile.
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Prezenta inventie se referd la o compozitie de material biocompatibil, folosit ca
material cu biocompatibilitate ridicatd, pentru obtinerea de dispozitive medicale (sonde
urinare, tubulatura pentru pompele peristaltice etc.), sila un procedeu de obtinere a acestei
compozitii.

Se cunosc compozitii polimerice biocompatibile, obtinute din amestecuri de polimeri
sintetici si polimeri naturali, ca, de exemplu, impregnarea protezelor vasculare aortice din
poliamida 6 cu colagen (De Mol, J.C.A., Jurnal of vascular Surgery, 59-66, ian. 1991).

Se cunoaste utilizarea colagenului sub forma nativa sau partial denaturat, simplu sau
asociat cu polimeri sintetici, la realizarea unor biomateriale cum sunt protezele de tendon
(Yasuhi P., Koto B. S., J of Bon and Joint Surgery, 73, 4 p. 561 (1991)), implante pentru
regenerarea osului (Joos U., Ochs G., Ries P.E., Biomaterials, 1, 23, 1990), grefe arteriale
(Soldani G., Mercogliano R., Biomatenals, 14, 5 p. 295, 1998).

Copolimerii poliuretanici sunt utilizati pe scara larga la obtinerea unor dispozitive
medicale care vin in contact cu séngele si diferite organe, datorita proprietatilor mecanice
si unei compatibilitéti relativ bune. Se cunosc produse pe baza de PU comercializate sub
denumirile de Biomer, Pellethane si Metathane, utilizate la obtinerea de valve cardiace,
proteze ortopedice (M Lupu et al, J. Macromol. Sci. B. Physics, 45, 395, 2006) etc.

Sunt cunoscute, de asemenea, metode de imbunatatire a biocompatibilitatii PU prin
acoperirea sau amestecarea cu polimeri naturali, de tipul proteinelor precum colagenul
(Guan J. et al, Cell Transplantation, 15, S17, 2006), peptidelor sau anticorpi (brevet
USA 2007 7156232).

Se cunoaste utilizarea unor biopolimeri precum colagenul, elastina sau fibrina, pentru
bioactivarea polimerilor sintetici, avand ca efect imbunatatirea proprietatilor biologice ale
polimerilor sintetici, cresterea timpului de contact cu sangele si tesuturile (Pieper J.S. et al,
Biomaterials, 23, 3183, 2002) si (Badylok S.F., Biomaterials, 28, 3587, 2007).

Problema pe care o rezolva inventia este obtinerea unei compozitii din amestec de
poliuretan cu agenti de bioactivare, in mai multe variante, realizat printr-un procedeu cu
parametrii adecvati componentelor constitutive, din care rezultd un produs cu biocompati-
bilitate si elasticitate ridicate, apt de a fi utilizat la obtinerea de dispozitive medicale precum
sonde urinare, tubulatura pentru pompele peristaltice, perfuzoare, branule etc.

Compozitia de material biocompatibil pe baza de poliuretan, conform inventiei, este
constituita din: 89...91% poliester-uretan (PU), 8...10% colagen (HC), 0,8....1,6% elastina
(EL) si agenti de bioactivare cu caracter antiinflamator si de regenerare a tesuturilor, alesi
dintre 0,01...0,02% acid hialuronic (HA) si 0,01....0,02% condroitin sulfat (CS).

Poliester-uretanul are urmatoarea structura:

[PEGA-MDI-(EG-MDI) ],
unde:

- PEGA este poli (etilenglicol) adipat: HO-[(CH,-OCO-(CH,),oco0],--(CH,),-OH si
n=10,3;

- MDI este 4,4 metil difenil diizocianat: OCN-C,H,-NCO,;

- EG este etilen glicol: HO-(CH,),-OH cu masa moleculara M=139250.

Procedeul de obtinere a unei compozitii de material biocompatibil conform inventiei
consta in aceea ca se dizolva pulbere de poliuretan in DMF la temperatura de 60°C, pentru
obtinerea unei solutii de 60...70% poliuretan, la care se adauga colagenul, elastina si agentii
de bioactivare, in proportii corespunzatoare, cand se formeaza un amestec sub forma de clei
brun, cu separare de faze, se continua incalzirea panala 75°C, pentru omogenizare, se depune
solutia pe placi de sticla, pentru evaporarea DMF la temperatura camerei, obtinandu-se un
film compozit poliuretanic, cu grosime de 0,5...1 mm, care se mentin in etuva la temperatura
de 45°C, timp de 15 h, si la vid, timp de 55 h, dupa care filmul se desprinde de pe placi si se
usuca timp de 72 h in etuva cu vid inalt, pana la evaporarea totala a solventului.
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Avantajele aplicarii compozitiei conform inventiei sunt urmatoarele:

- materialele polimerice sunt stabile in timp si nu creeaza sensibilizare la locul
aplicarii;

- materialele sunt biocompatibile, elastice si pot fi utilizate la realizarea unor dispo-
zitive medicale de tipul pompelor peristaltice, care preiau functia inimii in timpul interventiilor
chirurgicale pe cord deschis;

- procedeul de obtinere este fezabil si nu necesita instalatii si aparatura cu grad
ridicat de complexitate.

Se prezinta in continuare o descriere in detaliu a inventiei, cu referire la exemplele
de realizare si rezultatele testelor de laborator efectuate pe produse realizate din compozitia
conform inventiei.

Polimerii naturali prezinta o bioactivitate ridicata, care include cresterea si adeziunea
celulelor, afinitate mare pentru moleculele de adeziune celulara si factorii de crestere,
biodegradabilitate in prezenta enzimelor.

Amestecurile de poliuretan si polimeri naturali (colagen, elastina, acid hialuronic si
condroitin sulfat), conform inventiei, sunt materiale biocompatibile, netoxice, continand
urmatorii componenti luati in parti in greutate:

- 1000 parti in greutate poliuretan, care este o pulbere alba, solubila in dimetil
formamida (DMF) si avand urmatoarea structura:

[PEGA-MDI-(EG-MDI) ],
unde:

PEGA este poli (etilenglicol) adipat: HO-[(CH,-OCO-(CH,),-oco],--(CH,),-OH si
n=10,3;

MDI este 4,4 metil difenil diizocianat: OCN-C,H,-NCO;

EG este etilen glicol: HO-(CH,),-OH, cu masa moleculara M = 139250;

- 100 parti in greutate colagen hidrolizat in mediu acid, timp de 4 h, cu masa
moleculara cuprinsa intre 7000...15000 D;

- 10 parti in greutate elastind, cu masa moleculara cuprinsa intre 16000...120000 D;

- 1 parte in greutate acid hialuronic, cu masa moleculara de 50000...250000 D;

- 1 parte in greutate condroitin sulfat, cu masa moleculara de 10000...30000 D.

Procedeul de obtinere a amestecurilor, conform inventiei, consta in dizolvarea pulberii
de poliuretan in DMF la 60°C, obtinandu-se o solutie de 60...70% poliuretan, la care se
adauga polimerii naturali in proportiile aratate mai sus, obtinandu-se amestecuri sub forma
de clei brun, ce prezintd separare de faze. Se continud incalzirea pana la 75°C, pentru
omogenizarea solutiei.

Solutiile omogenizate prin cresterea temperaturii sunt depuse pe placi de sticla, iar
prin evaporarea DMF la temperatura camerei, se obtin filme cu grosimea de 0,5...1 mm.
Acestea se usuca timp de 72 h, intr-o etuva cu vid inalt, pana la evaporarea totala a
solventului. Disparitia totala a DMF este evidentiata prin spectroscopie in infrarosu, cu
transformata Fourier (FT IR).

Materialele astfel obtinute (inainte de indepartarea solventului) pot fi folosite la
obtinerea unor tuburi sau repere cu diferite forme, ce intrad in componenta unor dispozitive
medicale, utilizandu-se procedeul tehnologic de formare prin turnare sau cel de extrudere.

in continuare se dau 4 exemple de realizare a compozitiei conform inventiei, in
legatura cu fig. 1...13, ce reprezinta:

- fig. 1, imagine de ESEM reprezentand morfologia suprafetei variantelor de PU
amestecat cu CH (A), CH-EL (B), CH-EL-AH (C) si CH-EL-CS (D);

- fig. 2, spectrul IR-ATR al poliuretanului;

3

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 123177 B1

- fig. 3, spectrele FT-IR-ATR ale amestecurilor;

- fig. 4, curbele DSC ale amestecurilor de PU/HC cu adaos de elastina, acid
hialuronic gi condroitin sulfat;

- fig. 5, curbele TG/DTG ale sistemului PU;

- fig. 6, curbele TG/DTG ale sistemului PU/HC;

- fig. 7, curbele TG/DTG ale sistemului PU/HC/KEL;

- fig. 8, curbele TG/DTG ale sistemului PU/HC/KEL/HA;

- fig. 9, curbele TG/DTG ale sistemului PU/HC/KEL/CS;

- fig. 10, fibroblaste dermale, cultivate pe suprafata amestecurilor de PU+CH (A),
PU+CH+EL (B), PU+CH+EL+AH (C) si PU+CH+EL+CS (D);

- fig. 11, gelatin zimografie;

- fig. 12, variatie MMP9 si MMP2 pentru martorii corespunzatori celor trei timpi;

- fig. 13, etapele de realizare a amestecurilor pe baza de poliuretan.

Exemplul 1. Se introduc, intr-un vas de sticla de 1000 ml, 250...500 g poliuretan
(PU), care se dizolva in 167...333 g DMF. Se incalzeste amestecul pe baie de apa la 60°C
si se adauga 25...50 g de colagen hidrolizat (HC). Se formeaza un clei, in care PU se separa
pe fundul vasului. Se continua incalzirea pana la 75°C, cand compozitia devine monofazica.
Se depune compozitia pe o placa de sticla cu dimensiunile de 200 x 200 mm. Prin racirea
compozitiei la temperatura camerei se obtin filme (placi) cu grosimea de 0,5...1 mm. Placile
sunt introduse intr-o etuva cu vid inalt, la temperatura de 45...50°C, timp de 72 h, pentru
indepartarea completa a solventului. Se determina eliminarea solventului prin spectroscopie
FT IR. Se obtin filme cu grosimea de 0,08....0,5 mm.

Exemplul 2. Se procedeaza cain exemplul 1, adaugandu-se, impreuna cu colagenul
hidrolizat HC, si 2,5...5 g elastina (EL).

Exemplul 3. Se procedeaza ca in exemplele 1 si 2, adaugandu-se si 0,25...0,5 g de
acid hialuronic (HA).

Exemplul 4. Se procedeaza ca in exemplele 1 si 2, adaugandu-se si 0,25...0,5 g de
condroitin sulfat (CS).

Filmele obtinute conform exemplelor de mai sus au fost testate, din punct de vedere
al morfologiei, prin examinare la un microscop electronic cu baleiaj, al compozitiei, prin
spectroscopie FT IR, al compatibilitati componentilor, prin calorimetrie diferentialda DSC si
termogravimetrie TG-DTG. Biocompatibilitatea compozitiilor a fost testata in vitro, prin
determinarea citotoxicitatii pe linii celulare stabilizate, si in vivo, prin teste de implant.

Determinari de morfologie - microscopie SEM

Variantele realizate de PU biocompatibilizat prin amestecare cu CH, EL si
polizaharide au fost analizate, din punct de vedere morfologic, prin examinare la un
microscop electronic de baleiaj ESEM, XL 30, FEI, Philips. Metoda de prelucrare a probelor
a fost in modul vid scazut si apoi au fost vizualizate si fotografiate atat in sectiune
transversala, cat si pe suprafata.

Pentru probele de biopolimeri obtinuti prin amestecarea polimerului sintetic PU cu
variantele de polimeri naturali, au fost achizitionate imagini de SEM ale suprafetei (fig. 1A-D).

Pe suprafata probei PU-CH (fig. 1A) se observa pori care, in plan, au forme
geometrice care se apropie suficient de mult de patrulatere sau triunghiuri a caror arie medie
este de 1,73 um?. In spatiu sunt de forma prismatica.

Pe suprafata probei PU-CH-EL se disting douad zone cu morfologie complet diferita.
Sunt zone ale caror suprafete medii sunt de aproximativ 16.000 um?, in care se disting zone
intinse cu pori cu dimensiuni medii de aproximativ 20 um?, si altele cu pori cu dimensiuni
submicronice.
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Pe suprafata probei PU-CH-EL-AH se disting zone sub forma de cuiburi, care sunt
acuperite cu fibre sub forma de tesatura. Aceste zone au o arie medie de aproximativ
26.000 um?. Pe marea majoritate a suprafetei probei se disting particule de forme poliedrice,
a caror supafatd medie este de 8,46 um.

Spectroscopie FT-IR

Spectrele FT-IR au fost inregistrate pe filme subtiri, prin metoda ATR (reflexie totala
atenuatd), cu ajutorul unui spectrometru FT-IR DIGILAB, Scimitar Series (USA), cu o
rezolutie de 4 cm™. Grosimea filmelor a fost de ordinul zecilor de pm. S-a utilizat un cristal
de SeZn cu indicele de refractie 2,4. Pentru fiecare proba s-au facut un numar de 5 spectre,
care s-au mediat, iar pentru fiecare spectru s-au realizat 25 de scanari. Prelucrarea
spectrelor s-a facut utilizadnd programul Grams/32 (Galactic Industry Corporation).

in fig. 2 este prezentat spectrul FT-IR - ATR al poliuretanului.

Prin adaugarea celorlalte componente ale amestecurilor, se evidentiaza modificari
spectrale deosebite in regiunea 1500-1800 cm™ (fig. 3). Astfel, prin addugarea CH se
observa aparitia unei benzila 1655 cm™, banda care lipseste in spectrul poliuretanului. Prin
adaugarea kEL se evidentiazd o crestere semnificativa a benzii de la 1655 cm™ (prin
contributia grupelor amida I), si o unire a acesteia cu banda de la 1600 cm™, aceasta din
urma aparand ca un umar. In cazul amestecului continand HA, se observa ca cele doua
benzi apar din nou ca doua benzi distincte, avand aproximativ aceeasi intensitate. in cazul
adaugarii CS, cele doua benzi apar distincte, intensitatea benzii de la 1655 fiind mult mai
mica decat cea corespunzatoare benzii de la 1600 cm™. In acest din urmé caz spectrul are
un aspect asemanator cu cel care contine doar PU si CH.

Calorimetria Diferentiala prin Scanare (DSC)

DSC s-a efectuat cu un aparat Pyris Diamond (Perkin Elmer). Probele cu masa de
6-8 mg au fost plasate in creuzete de aluminiu. Curbele DSC au fost inregistrate in
atmosfera de azot (debit 20 mL/min), la o vitezd de incalzire de 20°C/min. Punctul de
inflexiune al curbei sub forma de S a fost luat ca temperatura de tranzitie sticloasa Tg.
Domeniul de temperaturd pe care s-a efectuat inregistrarea a fost de -60...245°C. S-au
efectuat cate doua cicluri de incalzire-racire pentru fiecare proba. Drept referinta s-a folosit
indiu cu puritate mai mare de 98%, care are temperatura de topire de 156,68°C si entalpia
de topire de 28,4 J/g.

Curbele DSC pentru doua grupe de probe sunt date in fig. 4.

Din curbele DSC s-au determinat temperaturile de tranzitie sticloasa (T,), diferenta
intre capacitatea calorica inainte si dupatranzitia sticloasa (AC ), temperatura de cristalizare
la rece (T, si temperaturile de topire (T,,).

Datele obtinute din curbele prezente in fig. 4 sunt sumarizate in tabelul 1.

Tabelul 1
Proprietétile termice ale amestecurilor studiate, determinate prin DSC

Proba Tg Ocp Tms O Hms Tmh O Hmh

(C) (J/g K) (C) (J/g) (C) (J/g)

PU - 24,56 0,180 54,2 2,20 220,10 2,614
PU + HC - 25,06 0,169 73,53 1,836 222,42 5,293

PU + HC + kEl solutie apoasa | - 25,56 0,229 80,12 2,896 235,83 -

PU + HC + HA - 24,67 0,234 79,71 6,24 219,88 8,729

PU + HC+CS -26,34 0,221 81,95 8,176 223,96 9,282
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Datele obtinute sunt in concordanta cu cele din literaturd, separare in doua faze, la
120°C.

Termogravimetria (TG/DTG)

Curbele termogravimetrice (TG) si derivatele lor (DTG) au fost inregistrate cu un
derivatograf Paulik-Paulik-Erdey, MOM-Budapesta - Ungaria, in urmatoarele conditii: probele
au fost sub forma de filme, masa probei 50 mg, viteza de incalzire (B) 12°C min™, regiunea
de temperatura 25-600°C, creuzetele pentru probe au fost din platind, debit de aer 30 cm?®
min™. Pentru fiecare proba s-au inregistrat doua curbe. Viteza de incalzire reala s-a evaluat
din curbele temperatura-timp; valoarea (B) calculata s-a folosit ulterior in evaluarea para-
metrilor cinetici. Pe fiecare curba s-au efectuat 2-3 citiri repetate ale punctelor (temperatura,
pierdere de masa), fiecare citire avand minimum 15 puncte. Pentru fiecare stadiu din curbele
TG s-au determinat urmatoarele caracteristici termice: temperatura de inceput a pierderii de
masa (T,); temperatura corespunzatoare maximului pierderii de masa (T,,) si cea de sfarsit
aprocesului (T,) (erorile in determinarea temperaturii sunt de + 2°C), pierderea de masa ([w,
eroare * 1%) si parametrii cinetici globali, ca energia de activare E, (eroare de determinare
1 10...15 kd/mol).

Comportarea la descompunere termica a poliuretanilor este puternic dependenta de
compozitia lor. Curbele DTG sunt complexe, prezentdnd mai multe picuri ale caror
temperaturi caracteristice variaza cu compozitia poliuretanului. Primul pic se situeaza la
aproximativ 220°C, iar cel de-al doilea la 350°C.

Analiza cinetica a datelor TG s-a efectuat prin metoda curbei unice, folosind atat
metode integrale Coats-Redfern, cat si diferentiale Swaminathan-Madhavan. Indicele pentru
fiecare parametru cinetic global, si anume, energie de activare (E), pre-factor exponential (A)
si ordin de reactie (n), indica metoda de evaluare. [1 = wt/w, este gradul de conversie, care
este egal cu raportul dintre pierderea de masa la timpul "t" raportata la cea de la sfarsitul
procesului.

Ecuatia cinetica generala este:

da/dT = Ae - E/RT [@a™(1 - @)" [- In(1 - @)]°] unde:

T este temperatura in K, R - constanta gazelor, E - exponentii m, n, p, care pot lua
diferite valori in raport cu mecanismul de reactie sau procesul fizic ce are loc in proba.

Curbele TG/DTG sunt date in fig. 5...9, iar caracteristicile termice sunt date in
tabelul 2.

Tabelul 2
Caracteristicile termice ale probelor studiate

Proba Ti (C) Tinfl CC) Tm (C) TinflCC) | Tf(C) W (%)
PU 228 268; 300 357; 393 424 503 70
PU+HC 233 290 364 434 508 68,4
PU +HC+ELk 238 308 388 438 512 67,2
PU +HC+ HA 230 290 355 428 492 64,7
PU + HC+CS 220 292 367 420 494 62

Se poate observa ca termograma poliuretanului este foarte complexa mai ales la
temperaturi pana la 350°C, unde prezinta picuri cu multiple inflexiuni, iar picul principal de
descompunere este format din doua picuri, ceea ce ar indica decurgerea silultana a doua
procese. Prin adaosul de HC, kEL, HA sau CS, se observa ca picurile se simplifica, iar
temperaturile caracteristice cresc, ceea ce ar indica o crestere a stabilitatii termice. Pentru
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evidentierea diferentelor s-a efectuat si o analiza cineticé a datelor, prin metodele integrale
Coats-Redfern, Flynn-Wall, van Krevelen si Urbanovici-Segal si metode diferentiale Achar,
Freeman-Carroll si Piloyan, printr-un program de calcul comercial. Rezultatele finale sunt
date in tabelul 3, care prezinta valorile parametrilor cinetici pentru sistemele pe baza de
poliuretan.

Tabelul 3
Amestec Poliuretan Poliuretan +HC Poliuretan + Poliuretan + Poliuretan +
HC + KEL KEl+ HC + HA | KEI+ HC + CS
Metoda Energ, | ordin | Energ, | ordin | Energ, | ordin | Energ, | ordin Energ | ordin
kd/mol kd/mol kd/mol kd/mol kJ/mol
Coats 59,05 1,0 96,31 1,8 - - 85,07 1,5 104,36 1,8
TGDR 66,34 - - - 61,86 - 55,70 - 76,08 -
Coats 64,96 1,1 87,93 1,7 89,67 1,8 85,33 1,6 111,41 2,1

Redfern

Flynn-Wall 71,84 1.1 93,69 1,7 92,62 1,7 91,09 1,6 115,75 | 21

van 91,98 1,3 120,75 1,9 122,92 2,0 117,34 1,8 155,91 2,4
Krevelen

Urbanovic 66,79 1,1 89,49 1,7 91,75 1,8 87,46 1,6 113,27 | 21
Segal

Achar 50,17 0,8 63,39 1.1 85,03 1,8 57,18 1,0 84,15 1,5
Freeman- 18,26 - 146,81 - 343,50 - 87,15 - 179,90 -
Carroll

Piloyan 32,29 - 42,32 - 23,52 - 41,00 - 52,99 -

Se stie ca fiecare metoda de calcul este afectata de erori din cauza conditiilorimpuse
pentru rezolvarea ecuatiilor cinetice. Acestea sunt utile mei ales pentru compararea probelor
ce prezinta similaritati. Se poate observa ca ordinele de reactie raméan aproximativ constante,
pe cand energiile de activare prezinta valori mai mari la incorporarea compusilor biologic
activi HC, kEL, HA si CS. Aceasta este in concordanta cu cresterea valorilor temperaturilor
caracteristice, confirmand astfel ca amestecurile au stabilitatea termica mai ridicata decéat
poliuretanul.

Testarea biocompatibilitatii amestecurilor

Filmele obtinute conform exemplelor de mai sus au fost testate din punct de vedere
al biocompatibilitatii in vitro, pe o linie celulara de fibroblaste umane. In acest context s-au
investigat viabilitatea, proliferarea si morfologia celulelor cultivate in prezenta celor 4 tipuri
de biomateriale, comparativ cu polimerul sintetic (poliuretan). Rezultatele obtinute au
evidentiat ca toate amestecurile polimerice favorizeaza proliferarea si adeziunea celulara,
si pastreaza morfologia normala a acestora intr-un procent mai mare decéat poliuretanul,
ceea ce demonstreaza un grad mai ridicat de biocompatibilitate.

Materialele obtinute prin amestecarea poliuretanului cu molecule ale matricei
extracelulare prezintd suprafete netede.

Amestecul de poliuretan si hidrolizat de colagen prezintd o buna compatibilitate,
manifestatd de aderarea si migrarea fibroblastelor dermale pe suprafata sa. Fibroblastele
dermale isi mentin fenotipul normal si dupa 48 h de la cultivare pe suprafata amestecului de
poliuretan si hidrolizat de colagen. Analiza microscopica a demonstrat ca fibroblastele
dermale prezinta nuclei eucromatici cu 1-2 nucleoli si citoplasma clara. in plus, fibroblastele
adera ferm la substrat si prezinta prelungiri citoplasmatice care atesta migrarea pe substrat
(fig. 10A).
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Mentinerea fenotipului normal al fibroblastelor, insotitd de aderarea si migrarea
acestora, a fost observata si in cazul in care celulele au fost cultivate 24 si 48 h pe un
amestec polimeric de poliuretan-hidrolizat de colagen-k-elastin. n cazul acestei variante
polimerice, analizele de microscopie optica au evidentiat morfologia celularéd normala a
fibroblastelor (fig. 10B).

Amestecul de poliuretan - hidrolizat de colagen - k-elastina - acid hialuronic furni-
zeaza, de asemenea, un substrat biocompatibil pentru fibroblastele umane atat la 24 h de
cultivare, cat si la 48 h de cultivare. Fenotipul celular normal se pastreaza si dupa cultivarea
timp de 72 h a fibroblastelor dermale pe amestecul de poliuretan - hidrolizat de colagen - k-
elastina - acid hialuronic (fig. 10C).

Folosirea unui alt glicozaminoglican, de tipul condroitin sulfat, in amestecul de
poliuretan - hidrolizat de colagen - k-elastina nu afecteaza cresterea, diviziunea si migrarea
fibroblastelor la 24, 48 si 72 h de cultura. La aceasta variantd experimentala s-a observat,
la 72 h de cultivare, o proportie redusa de celule apoptotice, insd numarul lor nu este
semnificativ (fig. 10D).

Teste "in vivo"

Evidentierea efectului materialelor polimerice asupra tesutului dermic la diferiti timpi
de implantare, comparativ cu tesuturile intacte si tesuturile asupra carora s-a intervenit prin
realizarea inciziei (fara tratament), s-a realizat prin determinarea activitatii enzimelor
matriceale (MMP2 si MMP9). Deoarece metaloproteinazele matriceale sunt implicate in
procesul de remodelare tisulara, am urmarit variatia acestora prin zimografie si
densitometrie.

Tesutul din jurul implantului a fost prelevat la diferite intervale de timp, iar dupa
extractia chimica cu GnHCI, s-a facut determinarea concentratiei proteice a extractelor
obtinute, redata in tabelul 4, care prezinté dozarea continutului proteic a extractelor din tesut.

Tabelul 4
Tipul Probei Prot. ug/ml Conc.

Ziua 1 Ziua 3 Ziua7
PU 164,77 146,91 13517
PU+HC 133,84 129,04 145,84
PU+HC+KEL 188,24 143,97 191,44
PU+HC+KEL+CS 158,64 112,24 146,37
M (fara incizie) 146,37 146,37 146,37
M, ;- (cu incizie) 130,11 147,44 110,64

Din tabelul 4 se constata o crestere a concentratiei proteice, in cazul extractelor
provenite din tesuturile in care s-a implantat PU+HC+KEL, ins&, in general, cantitatile
proteice cele mai mari pentru fiecare tip de implant folosit s-au inregistrat la 1 zi, fapt explicat
si prin desfasurarea in acest moment a primei etape de vindecare, ce aduce cu sine procese
inflamatorii, infiltrari macrofage care implica adeziune si activare, precum si acumularea de
leucocite in jurul implanturilor, care este dirijata prin diferiti factori chemotacti. Studiile
realizate anterior evidentiaza faptul ca activarea macrofagelor prin fagocitoza sau endocitoza
conduce la secretia unui numar mare de substante, care pot avea o influenta majora si foarte
diferitd asupra raspunsului inflamator, de la inmultirea celulelor, la moartea acestora.
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Considerand reactiile tisulare ale tuturor materialelor de implant ca reactii la corp
strain, destinatia unui material este determinata de intensitatea interactiilor si capacitatea de
iritare. Exista urmatoarele posibilitati de interactiune material-tesut:

- o reactie inflamatorie imediata si intensd, septica sau nu, indicand o respingere
rapida a polimerului implantat;

- o0 respingere in timp lung, dupa infiltrarea de celule mononucleare si macrofage,
care apare in stadiul reparator;

- izolare, discontinuitatea stratului fibros, activitate leucocitara;

- separareafara reactie celulara, dupa izolarea din mijlocul unui tesut fibros continuu;

- 0 biocompatibilitate completa, caracterizata de o dezvoltare in jurul implantului de
noi celule functionale pentru tesutul in care se efectueaza implantul [Peluso G. et al., 1991].

Din datele zimografice (fig. 11), daca urmarim variatia MMP2 si MMP9 pentru M 1 zi,
M 3 zile si M 7 zile, observam o comportare a acestora asa cum este indicata in teorie, si
anume: scade in timp MMP9 activ (86 kDa) si MMP9 latent (92 kDa), MMP2 creste pana la
3 zile, dupa care incepe sa scada. Acest fapt este sustinut si de rezultatele obtinute in urma
analizarii gelului prin densitometrie, conform graficului din fig. 12.

Sinteza noii matrice in jurul implantului si cresterea asociata a tariei mecanice au loc
prin formarea si maturarea retelelor intermoleculare de colagen, mediata de activitatea lisil
oxidazei. Initial se formeaza retele bivalente intermediare, care se transforma spontan in
retele multivalente spontane. Pe parcursul dezvoltarii tesutului granular, colagenul este
metabolizat foarte rapid si prezintd proprietati chimice asemanatoare celor din tesutul
embrionar. Consolidarea tesutului nu este dependenta numai de sinteza si stabilizarea noului
colagen, ci este afectata si de gradul de turnover al colagenului, care, la randul sau, este
influentat de activitatea enzimelor proteolitice in care este inclusa si familia metalo-
proteinazelor (acestea controleaza procesul de remodelare a tesutului (Mignatti et al., 1988)).
Colagenazele, impreuna cu gelatinazele si stromelizinele, apartin grupului de metalo-
proteinaze (MMP-uri)(3). Aceste enzime contin zinc in situsul catalitic, sunt active la pH
neutru si au nevoie de ioni de Ca®* pentru o activitate completd. Sunt secretate ca si
proenzime inactive, sunt activate proteolitic si sunt inhibate de catre inhibitori tisulari ai MMP-
urilor. De altfel, ele impartagesc secvente comune de aminoacizi, izotipurile de colagenaza
manifestand specificitate de substrat. La momente diferite din timpul vindecarii, celulele
inflamatoare, fibroblastele, keratinocitele si celulele endoteliale sunt surse ale diferitelor tipuri
de MMP-uri.

Colagenazele sunt incluse rapid dupa implantare, avand un tipar distinct, dupa care
se exprima. Sinteza MMP9 de catre keratinocite se presupune ca este implicata in fenotipul
locomotor al acestora si este inhibata atunci cand epitelizarea ranii este completa. Activitatea
MMP 9 este depistata in fazele initiale (48 h), dupa care descreste rapid la valori normale,
fiind asociata cu un raspuns inflamatoriu acut. MMP2 sau gelatinaza tip A actioneaza asupra
colagenului tip 1V, activitatea sa fiind inregistratd mai tarziu (3 zile), dupa care descreste in
conformitate cu rolul sdu, rol de enzima predominanta, implicata in procesul de remodelare.
Raportand celelalte probe la martor, se constata ca niciuna dintre acestea nu prezinta o
evolutie asemanatoare in timp, ale celor 2 categorii de metaloproteinaze.
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Tabelul 5

Proba

Timp
(zile)

MMP9 laten
(92kDa) -%

MMP9 acti
(9286kDa) -%

MMP2 laten
(72kDa) -%

MM2 acti
(66kDa) -%

PU

1

15,81

12,81

18,48

18,35

3
7

16,34

PU+HC

—_

13,53

18,10

~N | w

3,3

11,44

PU+HC+KEL

10,00

2,97

11,44

~N | W

3,19

11,77

PU+HC+KEL+C

S

—_

17,04

28,69

15,41

22,04

~N | w

22,15

M, , 5 (cu incizie)

14,36

11,18

7,3

11,69

3,04

10,84

10,02

M (fara incizie)

12,17

Daca, in cazul martorilor, cantitatea de MMP2 urca pana la timpul 2, dupa care
coboara, acest profil este urmarit de probele PU, PU+HC, in timp ce pentru probele
PU+HC+KEL+CS si PU+HC+KEL, cantitatea lor creste pana la momentul 2, continuand
aceasta crestere intr-un mod mult mai lent, pana la momentul 3.

Profilul evolutiei MMP9 activ este urmarit doar de proba PU, ceea ce denota prezenta
unui proces inflamatoriu, inexistent in cazul celorlalte probe, si, implicit, o toleranta crescuta

fatd de materialele implantate.

Produsele de secretie ale macrofagelor sunt hormoni polipeptidici si factori de
crestere, componente complementare, factori de coagulare, enzime, inhibitori de enzime,
proteine si matrice extracelulara, proteine de legatura, lipide bioactive si oligopeptide,
hormoni sreroidici, produsi purinici si pirimidinici, oxigen-reactivi si metaboliti de azot.

10



RO 123177 B1

Revendicari

1. Compozitie de material biocompatibil, pe baza de poliuretan, colagen, elastina si
acid hialuronic sau condroitin sulfat, caracterizata prin aceea ca este constituitad din:
89...91 % poliester-uretan, PU, 8...10% colagen, HC, 0,8....1,6% elastina, EL si agenti de
bioactivare cu caracter antiinflamator si de regenerare a tesuturilor alesi dintre 0,01...0,02%
acid hialuronic (HA) si 0,01....0,02% condroitin sulfat (CS).

2. Compozitie de material biocompatibil, conform revendicarii 1, caracterizata prin
aceea ca poliester uretanul are urmatoarea structura:

[PEGA-MDI-(EG-MDI) ],
unde:

- PEGA este poli (etilenglicol) adipat: HO-[(CH,-OCO-(CH,) -oco].--(CH,),-OH si
n=10,3;

- MDI este 4,4 metil difenil diizocianat: OCN-C,H,-NCO;

- EG este etilen glicol: HO-(CH,),-OH cu masa moleculara M = 139250.

3. Procedeu de obtinere a unei compoziti de material biocompatibil, definitd in
revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca se dizolva pulbere de poliuretan in DMF, la
temperatura de 60°C, pentru obtinerea unei solutii de 60...70% poliuretan, la care se adauga
colagenul, elastina si agentii de bioactivare, in proportii corespunzatoare, cand se formeaza
un amestec sub forma de clei brun, cu separare de faze, se continud incalzirea panala 75°C,
pentru omogenizare, se depune solutia pe placi de sticla, pentru evaporarea DMF la
temperatura camerei, obtindndu-se un film compozit poliuretanic, cu grosime de 0,5...1 mm,
care se mentin in etuva la temperatura de 45°C, timp de 15 h, si la vid, timp de 55 h, dupa
care filmul se desprinde de pe placi si se usuca timp de 72 h, in etuva cu vid inalt, pana la
evaporarea totala a solventului.
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