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Inventia se referd la o compozitie si la un procedeu de obtinere a unor hidrogeluri
destinate regenerarii tesutului adipos.

Hidrogelurile se pot prepara, in general, pe baza de polimeri naturali si/sau sintetici.
Hidrogelurile derivate din polimeri naturali au fost frecvent utilizate in medicina reparatorie,
datorita proprietatilor lor similare cu cele ale ECM natural [TanH., Gong Y.,Lao L., Mao Z,,
Gao C., Gelatin/chitosan/hyaluronan ternary complex scaffold containing basic
fibroblast growth factor for cartilage tissue engineering, J. Mater. Sci., Mater: Med.,
2007, 18, 1961-1968] si [Awad H. A., Wickham M. Q., Leddy H. A., Gimble J. M., Guilak
F., Chondrogenic differentiation of adipose-derived adult stem cells in agarose,
alginate, and gelatin scaffolds, Biomaterials, 2004, 25, 3211-3222].

Hidrogelurile pe baza de compusi macromoleculari, naturali $i sintetici, poseda o
serie de proprietati care fac posibila utilizarea ca suporturi in ingineria tesuturilor. Proprie-
tatile se referé la: continutul ridicat de apa, similar tesuturilor, capacitatea de a incapsula in
mod omogen celule, un transfer de masa eficient si o actiune invaziva minima. Hidrogelurile
inalt hidratate pot mima foarte bine proprietatile fizice si chimice ale matricei extracelulare
(ECM). Proprietatile fizice ale multor tipuri de hidrogeluri sunt usor de manipulat. Din motivele
enumerate mai sus rezulta ca hidrogelurile reprezinta un mediu ideal pentru suport, prolife-
rare si diferentiere [Nicodemus G. D., Bryant S. J., Cell encapsulation in biodegradable
hydrogels fortissue Engineering applications, Tissue Eng., 2008, 14, 149-165], [Lee K.
Y., Mooney D. J., Hydrogels for tissue engineering, Chem. Rev., 2001, 101, 1869-1879]
si [Drury J. L., Mooney D. J., Hydrogels for tissue engineering: Scaffold design
variables and applications, Biomaterials, 2003, 24, 4337-4351].

Biomaterialele naturale manifesta o excelenta bioactivitate datorita prezenteiin struc-
tura lor a componentilor ECM. Cu toate acestea, hidrogelurile provenite din polimeri naturali
suferd o rapida degradare dupa contactul cu mediul sau cu fluidele corpului. Din aceste
motive, o strategie care pare foarte atractiva este incorporarea speciilor bioactive (de exem-
plu, celule, factori de crestere, peptide sau proteine) intr-un material sintetic, rezultdnd un
hidrogel suport biomimetic avand functii bioactive pentru un raspuns celular optim. Polimerii
naturali reprezentativi sunt: colagenul, gelatina, chitosanul, acidul hialuronic, agaroza, algina-
tul, fibrina, poli-L-lizina.

Polimerii sintetici sunt atractivi pentru obtinerea hidrogelurilor destinate ingineriei
reparative a tesuturilor, datorita proprietatilor lor fizice si chimice, care, in mod specific, sunt
mult mai controlabile si mai reproductibile decét cele ale polimerilor naturali. Comparate cu
hidrogelurile polimerilor naturali, hidrogelurile polimerilor sintetici oferd un control mai bun
asupra arhitecturii matricei si compozitiei chimice, dar in acelasi timp au o mai mica
eficacitate biologica.

In scopul realizarii de hidrogeluri, se cunosc o compozitie i un procedeu conform
caruia se obtine un hidrogel care este pe baza de carboximetil celulozd sodica, si care este
destinat eliberarii controlate de indometacin [Brevet RO 122393].

in scopul realizarii de hidrogeluri, se mai cunoaste o compozitie conform careia hidro-
gelul este de tip compozit pe baza de colagen, copolimer pe baza de anhidrida maleica/stiren
sau acetat de vinil sau acrilonitril sau metil metacrilat sau acid acrilic etc. [Brevet RO 112883].
Aceastd compozitie prezintd dezavantajul ca nu este destinata regenerarii tesutului adipos.

in scopul obtinerii de hidrogeluri, se mai cunoaste un procedeu pe baza de celuloza
si xantan [Brevet RO 123143]. Acest procedeu prezinta dezavantajul ca este destinat utili-
zarii in domeniul farmaceutic (eliberare controlatd de medicamente) si medical, fara a se
revendica un domeniu.
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Se mai cunoaste o compozitie conform careia se obtine un material nanostructurat
pe baza de nanoparticule magnetice si hidrogel pe baza de chitosan si acid hialuronic
[Brevet RO 122017]. Compozitia prezinta dezavantajul ca nu se foloseste pentru regenera-
rea tesutului adipos.

Se mai cunoaste un hidrogel care se foloseste pentru tratarea ranilor, si care se
bazeaza pe o compozitie formata dintr-un alcool polivalent, un polimer natural, ales dintre
colagen, gelatina, pectin&, un copolimer sintetic si agenti de reticulare de tipul chelatilor
metalici. Dezavantajul acestui hidrogel este ca nu se foloseste la regenerarea tesutului
adipos.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consté in realizarea unor hidrogeluri pe
baza de polimeri naturali, care sunt destinate regenerérii tesutului adipos, si a unui procedeu
de obtinere a acestora.

Compozitia de hidrogeluri destinate regenerarii tesutului adipos, conform inventiei,
este constituitd din 0,5...2,5% alginat de sodiu provenit din alge brune, cu masa moleculara
medie, in ser fiziologic sau apa pura mili - Q, cu continut de 5* 10*...7 * 10° celule stem deri-
vate din tesut adipos uman/ml si 95 g/1000 ml solutie de gluconat de calciu.

Procedeul de obtinere a unor hidrogeluri destinate regenerarii tesutului adipos este
urmatorul: se prepara o solutie de 0,5...2,5% alginat de sodiu in ser fiziologic sau apa pura
mili - Q, in care se introduc celulele stem derivate din tesutul adipos uman, astfel incat sa
rezulte o concentratie de 5 * 10* - 7 * 10° celule/ml, dupa care in fiecare din godeurile unei
placi biologice se adauga cate 1 ml solutie de alginat cu celule stem in concentratie presta-
bilitd, dupa care, pe suprafata solutiei de alginat de sodiu din fiecare godeu, se asaza cate
orondea de hartie de filtru de porozitate 1...4 um, peste care se adauga 1 ml solutie gluconat
de calciu, placa biologica astfel pregatita introducandu-se in incubator, in atmosfera umeda
si 5% CO,, la temperatura de 37°C, timp 3 h, dupa care se aspira gluconatul de calciu
nereactionat, se spala hidrogelul format cu ser fiziologic, $i se acopera cu mediu de cultura
specific tipului de celule incorporate, iar dupa 21 de zile se estimeaza capacitatea de
proliferare celulara.

Aplicarea compozitiei de hidrogel obtinuta prin procedeul conform inventiei, pentru
regenerarea tesutului adipos, prezintd urmatoarele avantaje:

- hidrogelurile au fost astfel concepute astfel incat timpul de reticulare sa nu fie mai
mic decat cel necesar inglobarii celulelor;

- hidrogelurile au proprietati de utilizare (modulul dinamo-mecanic de stocare,
modulul dinamo-mecanic de pierderi, consistentd) adecvate utilizarii pentru regenerarea
tesutului adipos;

- dimensiunea ochiurilor care definesc celula elementara a hidrogelurilor este de
100...600 um si, de aceea, permit cresterea si proliferarea celulara;

- hidrogelurile au o consistenta care permite manipularea in timpul testelor in vitro,
circulatia nutrientilor la celule, si care asigura celulelor spatiu suficient de proliferare;

- hidrogelurile au moduli elastici de la 600 Pa la 8000 kPa, si moduli de pierderi de
la 100 Pa la 1000 Pa;

- hidrogelurile sunt biocompatibile, lipsite de toxicitate, modelabile pe baza unor
proceduri diverse, in multe tipuri de structuri reticulate, usor accesibile, si au un pret de cost
mai scazut decat hidrogelurile realizate din cei mai multi polimeri biodegradabili naturali;

- hidrogelurile au aspect corespunzator daca se realizeaza in conditii de temperatura
si agitare prestabilite prin brevet;

- hidrogelurile au proprietati elastice si consistenta necesara scoaterii cu usurinta din
godeurile placilor utilizate pentru testari in vitro;
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- hidrogelurile nu sunt citotoxice, au timp de gelifiere de 30 min...72 h, au un continut
de apa de 98%, sunt stabile in timp, in conditii de solicitare dinamica, la temperatura testarii
in vitro de 37°C, circa 21 zile;

- hidrogelurile au morfologie uniforma si proprietati foarte bune de transport masa,
se pot steriliza prin filtrare si/sau cu radiatii UV, si se folosesc cu succes la proliferarea
celulelor stem provenite din tesutul adipos.

Gelifierea alginatului se produce in prezenta cationilor bivalenti de Ca®*, Mg*, Sr**,
Ba®* care interactioneaza cu gruparile carboxil ale unitatilor de acid glucuronic, formand punti
ionice.

Gelurile de alginat folosite pentru incapsulari se realizeaza in mod obisnuit prin
picurarea unei solutii de alginat intr-o baie cu solutie de CaCl,. Principalul dezavantaj al
acestui sistem este viteza foarte mare a reactiei de gelifiere, care, din aceasta cauza, devine,
practic, imposibil de controlat. Rezultd un gel cu structurd neuniforma, rigida si dificil de
modelat. Scaderea vitezei de reactie in limite dorite se poate realiza prin controlul
concentratiei de ioni de Ca. |deea de baza este inlocuirea CaCl,, total disociata in mediu
apos, cu o altéd combinatie de Ca, care disociaza partial, cum este gluconatul de Ca. Practic,
se porneste de la glucono delta lactona si carbonat de calciu (insolubil in apa); in conditiile
de lucru (temperatura camerei, mediu apos), glucono lactona hidrolizeaza incet la acid
gluconic.
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Acidul gluconic reactioneaza cu carbonatul de calciu, formand gluconatul de calciu.
Gluconatul de calciu are structura unui complex chelat, partial disociat la echilibru.
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Echilibrul este lent si mult deplasat spre stanga (in forma nedisociata).

Se dau in continuare exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1

Intr-o placa biologica cu 24 de godeuri se introduce, in fiecare godeu, cate 1 ml
solutie 1% alginat de sodiu in apa ultrapura, mili- Q. Alginatul de sodiu este provenit din alge
brune si are masa moleculara medie. Pe suprafata solutiei de alginat de sodiu din fiecare
godeu se asaza cate o rondela de hartie de filtru banda albastra, umectata cu solutie de
gluconat de calciu 95 g/1000 ml, de uz farmaceutic, de la ZENTIVA. Peste hartie se adauga
1 ml solutie gluconat de calciu. Placa biologica se introduce in etuva la temperatura de 37°C,
timp 2 h. Hidrogelul rezultat are proprietati conforme cu cele prezentate in tabelul 1.
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Tabelul 1
Proprietate, UM, metoda de determinare Valoare
1. Modul de stocare, kPa, masuratori DMA 5800
2. Modul de pierderi, kPa, masuratori DMA 670
3. Dimensiunea medie a ochiurilor, pum, morfologie SEM 100-300
4. Capacitate de gonflare, % 50 %
5. Aspect Conform fig. 1
Exemplul 2

Se prepara o solutie 1,5% alginat de sodiu in ser fiziologic de uz medical, in care se
introduc celule stem derivate din tesutul adipos uman, astfel incat sa rezulte o concentratie
de 7 * 10° celule/ml. Alginatul de sodiu este provenit din alge brune, si are masa moleculara
medie. Intr-o placé biologica se introduce, in fiecare dintre cele 24 de godeuri, 1 ml solutie
de alginat cu celule stem. Pe suprafata solutiei de alginat de sodiu din fiecare godeu se
asaza cate o rondela de hartie de filtru banda albastra, umectata cu solutie de gluconat de
calciu 95 g/1000 ml, de uz farmaceutic, de la ZENTIVA. Peste hartie se adauga 1 ml solutie
gluconat de calciu. Placa biologica se introduce in incubator cu 5% CO,, atmosfera umeda,
la temperatura de 37°C, timp 1 h. Se aspira apoi gluconatul de calciu nereactionat, se spala
hidrogelul cu ser fiziologic si se acopera cu mediu de cultura specific tipului celular utilizat.
Hidrogelul rezultat are proprietatile conforme cu cele prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2
Proprietate, UM, metoda de determinare Valoare
1. Modul de stocare, kPa, masuratori DMA 7800
2. Modul de pierderi, kPa, masuratori DMA 540
3. Dimensiunea medie a ochiurilor®, um, morfologie SEM 100-500
4. Capacitate de gonflare, %, [(Masa hidrogel gonflat - masa hidrogel 48
uscat)/masa hidrogel gonflat] * 100
5. Aspect Conform fig. 2
6. Capacitate de proliferare celulara Conform fig. 4

8Conform fig. 3
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Revendicari

1. Compozitie de hidrogeluri destinate regenerarii tesutului adipos, caracterizata prin
aceea ca este constituita din 0,5...2,5% alginat de sodiu provenit din alge brune, cu masa
molecularéd medie, in ser fiziologic sau apa pura mili - Q, cu continut de 5 x 10* ...7 x 10°
celule stem derivate din tesut adipos uman/ml si 95 g/1000 ml solutie de gluconat de calciu.

2. Procedeu de obtinere a unor hidrogeluri destinate regenerarii tesutului adipos,
caracterizat prin aceea ca se prepara o solutie de 0,5...2,5% alginat de sodiu in ser
fiziologic sau apa pura mili - Q, in care se introduc celulele stem derivate din tesutul adipos
uman, astfel incat sarezulte o concentratie de 5* 10*- 7 * 10° celule/ml, dupa care in fiecare
dintre godeurile unei placi biologice se adauga céte 1 ml solutie de alginat cu celule stem in
concentratie prestabilitd, dupa care pe suprafata solutiei de alginat de sodiu din fiecare
godeu se asaza cate o rondea de hartie de filtru de porozitate 1...4 ym, peste care se
adauga 1 ml solutie gluconat de calciu, placa biologica astfel pregétité introducandu-se in
incubator, in atmosfera umeda si 5% CO.,, la temperatura de 37°C, timp 3 h, dupa care se
aspira gluconatul de calciu nereactionat, se spala hidrogelul format cu ser fiziologic, si se
acopera cu mediu de culturd specific tipului de celule incorporate, iar dupa 21 de zile se
estimeaza capacitatea de proliferare celulara.
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