(19) OFICIUL DE STAT

ROMANIA

an RO 133947 A2

PENTRU gxll:/cil:gut i$| MARCI 61 Int.CL.
A61K 33/42 (20050
AGB1L 27/12 20050
(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: d 2018 00726
(22)  Data de depozit: 27/09/2018

(41) Data publicarii cererii:
30/03/2020 BOPI nr. 3/2020

(71) Solicitant:
* UNIVERSITATEA "BABES- BOLYAI" DIN
CLUJ-NAPOCA, STR.MIHAIL
KOGALNICEANU NR.1, CLUJ-NAPOCA, CJ,
RO;
* UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRICOLE
SI MEDICINA VETERINARA DIN
CLUJ-NAPOCA, CALEA MANASTUR
NR.3-5, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
+ EMBRYOM CAPITAL INVESTMENT
S.R.L., NR.171, LOCALITATEA DECEBAL,
SM, RO

(72) Inventatori:
»+ MOLDOVAN MARIOARA,
STR. VIILE NADASEL NR. 52,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
« MARCUS IOAN, STR.TASNAD NR.17,
BL.P6, SC.II, ET.I, AP.19, CLUJ-NAPOCA,
CJ, RO;

* PREJMEREAN CRISTINA ALEXANDRA,
BD. 1 DECEMBRIE 1918 NR. 24,

CLUJ- NAPOCA, CJ, RO;

+ SAROSI LIANA CODRUTA,

STR. GURGHIU NR. 4, AP. 25,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ PRODAN DOINA, STR. PROFESOR
CIORTEANR. 5, SC, 2, AP, 44,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ SILAGHI DUMITRESCU LAURA,

STR. FLORILOR NR. 101,

COMUNA FLORESTI, CJ, RO;

« DREANCA ALEXANDRA IULIA,
STR.BIZUSA NR.4, SC.1, AP.1,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ SEVASTRE BOGDAN,

STR. POET GRIGORE ALEXANDRESCU
NR. 7, BL.E13 SC. 1, ET. 2, AP.11,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ SARPATAKI ORSOLYA, STR. OLARILOR
NR.12, ZALAU, SJ, RO

4 COMPOZITIE BIODEGRADABILA DESTINATA
REGENERARII DEFECTELOR OSOASE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la o compozitie biodegradabila pentru
regenerarea defectelor osoase. Procedeul conform
inventiei consta in polimerizarea chimica si fotochimica
in UV inaintea utilizérii a unui amestec format din
35...65% o fazd organica constituitd din 30...60%
2-hidroxietilmetacrilat, 10...50% policaprolactona diol,

5...10% monomer uretanic, 10...30% polietilen glicol si
35...65% o faza anorganica, constituita din nanocapsule
cu hidroxiapatita si/sau trifosfat de calciu, Tn prezenta
de aditivi uzuali de polimerizare.
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Descriere

Obiectivul actualului brevet il constituie elaborarea unei compozitii biodegradabile
destinati regenerdrii defectelor osoase cu proprietati corespunzitoare utilizarii lor in medicina.
Cercetirile din ultimul deceniu s-au focalizat spre gisirea unor solutii mai eficiente, care tin de
domeniul ingineriei tesuturilor ce au drept scop regenerarea tesuturilor deteriorate in locul
grefelor, prin dezvoltarea de inlocuitori biologici cu scopul de a restabili, mentine sau imbunatai
functia de tesut si care sd depidseascd constrangerile si neajunsurile materialelor individuale
utilizate pentru implante. In tesutul nativ, celulele sunt {inute intr-o matrice extracelulara, care
directioneaza dezvoltarea si regenerarea tesuturilor, serveste pentru organizarea celulelor in
spatiu si le furnizeazd semnale de mediu pentru comportamentul celular.

Scopul ingineriei tisulare este de a sintetiza inlocuitori care imitd matrice extracelulara
naturala, pentru a ajuta la cresterea de tesut nou functional in vitro sau in vivo. La un nivel
simplist, tesuturile biologice constau din celule, mecanisme de semnalizare si matrice
extracelulard. O conditie esentiald, comuna tuturor tipurilor de materiale utilizate pentru
ingineria tesuturilor in general si a “scaffoldurilor” in special, este asigurarea unei bune
blocompatlbilité];i Proprietatile mecanice si de acomodare ale scaffoldurilor cu tesutul osos
gazda, ulterior si cu tesutul osos regenerat, trebuie sa fie capabile sa suporte stresul provenit de la
activitatile zilnice

Se sugereazd de cétre unii autori cd matricea extracelulard acidicd care se ataseaza la
colagen joacd un rol important in formarea si inhibarea procesului de mineralizare. Probabil,
grupdrile de acid servesc drept locuri de legare a ionilor de calciu si alinierea acestora la o
orientare care se potriveste cu cea a retelelor cristalelor de apatitd si ca aceasta este o
caracteristicd criticd pe care osul artificial ar trebui sd o imite [1,2].

Dezvoltarea unor noi generatii de materiale compozite aseméanatoare osului cu proprietati
mecanice $i biocompatibilitate imbunétatitd necesitd o abordare sinteticd folosind osul natural ca
si ghid. Osul natural este el insusi un nanocompozit compus in principal din nanocristalitele de
HA 1in colagen care constituie matricea organica [3,4].

Hidroxiapatita (HA) si Tri-fosfatul de calciu (TCP) sunt doud dintre cele mai frecvente
bioceramici utilizate in aplicatii de inginerie de tesut. TCP este folosit ca schelet degradabil, in
timp ce HA, care este non-resorbabila si are avantajul de a fi osteoinductiva fiind utilizatad de
obicei pentru acoperirea implanturilor biomedicale si de a induce regenerarea osoasi, si permita
implantului sa se integreze in {esutul din jur [5,6,7].

Proprietétile mecanice, fizice si biologice ale polimerilor sintetici pot fi adaptate pentru a
oferi o gama largd de proprietd{i controlabile, care sunt mai previzibile decat la materialele
obtinute din surse naturale. Printre multitudinea de polimeri sintetici biodegradabili utilizati
pentru aplicafii de inginerie tisulara, existd numeroase rapoarte privind utilizarea acidului
polilactic (PLA), acid poliglicolic (PGA) si copolimerii lor de poli (DL-lactic-co-acid glicolic)
(PLGA), care sunt aprobati de citre Drug Administration (FDA). Acesti polimeri se degradeazi
prin mecanisme hidrolitice si sunt utilizati in mod obisnuit, deoarece produsii de degradare ai
acestora pot fi eliminafi din organism ca dioxid de carbon si apa [8,9]. Cu toate acestea, prezinti
un dezavantaj generat de o scidere a pH-ului in regiunea localizati ca raspuns inflamator, prin
urmare atunci cind o fac se degradeaza. Polietilenglicolul [PEG] este un polimer biocompatibil
netoxic, solubil in apd, care este un lichid la temperaturi scazute si gel elastic la 37°C [10].
Copolimerii pe bazd de PEG au fost folositi ca si constructii injectabile pentru oase precum si
pentru dispozitivele de eliberare controlatd a medicamentelor [11]. De asemenea, copolimeri de
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PEG si PLA au fost creati pentru a regla rata de degradare si hidrofilicitate prin ajustarea
raportului dintre gruparile hidrofile (PEG) si cele hidrofobe (PLA).

Schimbarea treptatd dz la dispozitive polimerice neresorbabile la cele biodegradabile si
bioresorbabile reprezintid una dintre cele mai semnificative tendinte in cercetarea biomedicala.

Aceste considerente au stat la baza abordirii (construirii) unor noi biomateriale pentru
regenerarea defectelor osoase”. Actualul material este prevdzut a se realiza in doud componente,
componenta (A) contine acceleratorul de polimerizare chimic si sistemul fotochimic (accelerator
si initiator), respectiv componenta B catalizatorul chimic de polimerizare, urmand a fi amestecate
in momentul utilizarii in vederea generarii de radicali liberi.

Biomaterialul realizat conform actualei cereri de brevet a fost conceput in doud
componente, polimerizabil in sistem dual de polimerizare chimica si fotochimic in UV, prin
ranforsarea nanocapsulelor cu hidroxiapatita (HA) si trifosfat de calciu (TCP) (35-65)% in (35-
65)% faz& organica. Componentele materialului conform actualului brevet sunt formate dintr-o
faza organica formata din HEMA (30 - 70)%, policaprolactona (30 - 70)%, polietilen glicol (0,5 -
3)% 1in care a fost dispersatd umplutura anorganica formata din nanocapsule cu (35 - 65)% HAP
si fosfat tricalcic.

Faza organicd a componentei A conform brevetului contine, in plus, urmatorii aditivi:
acceleratori de polimerizare de tip amina (N,N-dihidroxietil-p-toluidind (DHEPT) in proportie de
(0,5 - 1,5)% si dimetilaminoetil metacrilat (DMAEM) in proportie de (0,5 - 1,5)%, fotoinitiatorul
de polimerizare UV: p-metoxibenzoil difenilfosfinoxid in concentratie de (0,1 - 1,5)% si
inhibitorul de polimerizare (butilat hidroxitoluen BHT) in concentratie de (0,05 - 0,1)%.

Faza organicd a componentei B contine peroxidul de benzoil (POB) in proportie de
1 — 3 % si inhibitorul de polimerizare (butilat hidroxitoluen BHT) in concentratie de 0,05 - 0,1%.

Exemplul 1
Prepararea HA-Poliacrilic PAA

S-a folosit o solutie de PAA 2,5% in scopul tratarii hidroxilapatitei a cirui pH-ul a fost
ajustat la 7 folosind o solutie de NaOH 10 %. Particulele de HA au fost suspendate in solutia
PAA 2,5%, iar suspensia a fost agitatd timp de 20 ore la temperatura camerei, dupi care
particulele au fost separate prin centrifugare. Dupa ce particulele au fost re-suspendate si spalate
de trei ori in apd distilatd, au fost introduse in cuptor 120 ore la 110 °C dupi care au fost uscate
intr-un cuptor in vid la 80 °C timp de cel putin 72 ore.

Exemplul 2

Sinteza acidului polilactic a fost preparatad pornind de la 1150-1300 ml ZONAR (SC
Embriom Capital Investment SRL, Satu Mare), fiiltrat (pastrat la frigider) si 4-4,5% din total
materii prime melasi (Tereos Romania, Ludus) in prealabil cantirite, se porneste agitarea
mecanic3 (cca.50 rot/min) apoi se incilzeste pe baia de apa pana la 44 — 45 °C si se insamanteazi
cu 2,5% Activit probiotic, pH-ul fiind mentinut la 5,0-6,0 prin addugare de NaOH 10N. Procesul de
fermentare prin care se obtine lactatul de sodiu se continud timp de 24-48 ore, sub agitare
continud, in conditiile amintite. Apoi se realizeazd coagularea proteinelor, concomitent cu
concentrarea solutiei la temperatura 95-100 °C, proteinele coagulate fiind filtrate, daca se poate
in flux continuu, cu recircularea solutiei pana la atingerea densitatii de 1,35 g/cm’, cand este
tratatd cu acid clorhidric concentrat, echivalentd cu NaOH consumat pentru mentinerea pH-lui. in
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urma tratamentului cu HCI, se obtine acidul lactic liber. Separarea acidului lactic din masa de
reactie rezultatd neutralizat cu HCI se toarnd intr-o palnie de separare de forma cilindrica. Se
adauga peste el, 150 ml n-hexan p.a.(densitate d = 0,66 g/ml). Se agitd bine si se lasd in repaus 24
ore pentru separarea fazelor. Se separd 2 faze, una brun-inchis, in partea de jos si o a doua brun-
deschis, de consistenta mierii, in partea de sus; deasupra existd cca 1 cm strat limpede de n-
hexan. Cele doua faze se colecteaza in doua vase, separate. Faza de deasupra, dispersatd in n-
hexan, contine acid lactic. Acesta se transforma in acid polilactic printr-o reactie de
policondensare in solvent nepolar (n-hexan), catalizatd de silicagel. Vasul de reactie este
scufundat intr-o baie de apa cu termostat, fixatd la temperatura de 37 °C. Se porneste agitarea,
150 rot/min si se lasa sd se perfecteze reacfia de policondensare timp de 140 ore (~6 zile). S-a
obtinut un lichid vascos, de culoare brun-inchis. S-a scos din vasul de reactie si s-a pus intr-o
capsula de sticld, care s-a introdus intr-un exicator si totul s-a pastrat in frigider la 4°C, timp de
mai multe zile. Produsul cristalin de culoare usor galbuie s-a utilizat in formularea de ciment
compozit.

Exemplul 3

Se realizaeza nanocapsule care constau in obtinerea a douid faze nemiscibile, o fazi
organicd si una apoasd. Acestza se amestecd obtindndu-se o suspensie coloidala, iar in final dupa
eliminarea solventului si a apei prin liofilizare, se obtine produsul final sub forma nanocapsulelor.

Faza organica s-a obtinut amestecand la temperatura de 50 °C si 500-700 rpm, acetat de etil
2 % si apa. Dupd 20 minute s-a addugat in vasul de amestecare, un amestec format in prealabil,
din uleiul de arnicd, PLA sintetizat ca la Exemplul 2, hidroxiapatita realizatd ca la Exemplul 1
(HA) si trifosfat de calciu (TCP). S-a mentinut agitarea inca 20 minute.

Faza apoasd s-a obtinut prin agitarea mecanica la 700 rpm, addugind acetat de etil 2% in
apa timp de 20 minute, dupa care s-a adaugat solutie de 5% acool polivinilic. Etapa urmatoare
este cea in care faza organica este adaugatd foarte incet si sub agitare fazei apoase, obtindndu-se o
suspensie coloidald care se dilueaza cu un volum triplu de apd distilata. Suspensia obginuti se
agita timp de 10 minute la 11000 rpm, dupa care se trece la eliminarea solventului cu ajutorul
rotavaporului. Solutia obtinuta se ingheata, dupa care se elimind apa prin liofilizare.

Exemplul 4

Se realizeazd un material bidegradabil in doud componente cu urmétoarea compozitie:
Componenta A

intr-un recipient se cantaresc 30 g HEMA (hidroxietilmetacrilat), in care se dizolvi 0,046
g p-metoxibenzoil difenilfosfinoxid, CQ, 0,184 g DHEPT, respectiv 0,092 g DMAEM. Solutia
obfinutd se amestecd cu 21 g policaprolactonid—diol, 2 g UDMA (uretan dimetacrilat), 12 g PEG
(poietilen glicol) pentru a forma amestecul final lichid. In acest amestec a fost dispersat uniform
un amestec de 5 g hidroxilapatita tratatd in prealabil conform exemplului 1, 5 g TCP (trifosfat de
calciu) si 25 g nanocapsule obtinute conform exemplului 3.
Pasta se poate intdri prin expunerea la UV timp de 5 min.

Componenta B

Intr-un recipient se cantiresc 30 g HEMA in care se dizolva 1 % POB (peroxid de
benzoil). Solutia obtinutd se amestecd cu 21 g policaprolactoni-diol, 2 g UDMA (uretan
dimetacrilat), 12 g PEG (poietilen glicol) pentru a forma amestecul final lichid. In acest amestec
au fost dispersate uniform 35 g nanocapsule obtinute conform exemplului 3.
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Exemplul §
Se amestecd parti egale de pastd A si B obtinute conform exemplului 4 care se intdresc

prin expunere la UV.

Exemplul 6

Se realizeazd un material bidegradabil in doud componente cu urmatoarea compozitie:
Componenta A

intr-un recipient se céntdresc 25 g HEMA, 0,2 g dietilenglicoldimetacrilat in care se
dizolvd 0,046 g p-metoxibenzoil difenilfosfinoxid, CQ, 0,184 g DHEPT, respectiv 0,092 g
DMAEM. Solutia obtinutd se amestecd cu 23 g policaprolactond diol 3 g UDMA (uretan
dimetacrilat), 12 g PEG (poietilen glicol) pentru a forma amestecul final lichid. In acest amestec a
fost dispersat uniform un amestec de 35 g fosfat tricaicic.

Pasta se poate intari prin aplicarea / expunerea la UV timp de 10 min.
Componenta B

Intr-un recipient se cantiresc 25 g HEMA in care se dizolvd 0,2 g POB, 21 ¢
policaprolactona—diol, 2 g UDMA (uretan dimetacrilat), 12 g PEG (poietilen glicol) pentru a
forma amestecul final lichid. In acest amestec au fost dispersate uniform 35 g nanocapsule cu
trifosfat de calciu obtinute conform exemplului 3.

Exemplul 7
Se amestecd parti egale de pastd A si B obtinute conform exemplului 3 care se intaresc

prin expunere laUV.
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Revendiciri

1. Compozitie, biodegradabild destinatd a fi utilizatd la regenerarea defectelor osoase
caracterizatd prin aceea cd este formatd dintr-o fazad organica formatd din HEMA ( 30 - 70) %,
PCLdiol (30 - 70) %, polietilen glicol (0,5 - 3) % in care a fost dispersatd (40 - 60) %
nanocapsule cu HAP sau fosfat tricalcic. Compozitie biodegradabild destinatd a fi utilizatd la
regenerarea defectelor osoase, caracterizatd prin aceea cd este formulatd a fi intdritd cu sistem
dual de polimerizare chimica si fotochimicd in UV, in doud componente care se vor amesteca
inaintea utilizrii.

2. Compozitia materialului de regenerarea defectelor osoase, conform actualului brevet, este
formatd din fazd organicd si fazi anorganici. Faza organicd este constituitd din 2-
hidroxietilmetacrilat (HEMA) (30-60) %, policaprolacton diol (10-50) %, monomer uretanic (5-
10) %, polietilen glicol (10-30) %. Faza anorganicd este constituitd din nanoparticule, sau
combinatii de nanocapsule i /sau hidroxiapatita si/sau trifosfat de calciu.
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