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Prezenta inventie se referd la un procedeu de preparare a unor sisteme multifunctio-
nale, cu potentiale aplicatii in tratarea cancerului osos, actionand drept sistem medicamentos
pentru tratarea acestuia si, totodatd, drept grefa pentru reconstructia osoasa si/sau
implantologie [1].

Prezenta cerere de brevet prezintd sinteza unor sisteme multifunctionale, cu
potentiale aplicatii in tratarea cancerului osos. Sistemul multifunctional se aplica in defectul
osos produs in urma interventiei chirurgicale de indepartare a tesutului osos canceros.
Efectul antitumoral al acestor sisteme se datoreaza atat actiunii antitumorale a componen-
telor individuale, cat si sinergismului dintre acestea. Sistemul multifunctional propus combina
metode conventionale (chimioterapia) si neconventionale (utilizarea magnetitei si a nano-
particulelor de Au si/sau Ag care induc apoptoza prin diverse metode).

Materialele compozite de tip colagen/hidroxiapatita sunt utilizate ca biomateriale in
reconstructia osoasa si/sau implantologie [1], fiind materialul compozit cel mai asemanator
cu osul natural, din punct de vedere al compozitiei chimice [2]. Desi materialele compozite
de tip colagen/hidroxiapatita si, in general, materialele compozite de tip colagen/fosfati de
calciu au fost intens studiate, studii recente, legate de inducerea unor morfologii avansate
ale acestor materiale compozite, au fost raportate abia la nivelul anilor 2007...2010 [3-5].

Citostaticele suntlarg utilizate in tratamentul diverselor forme de cancer, dar adminis-
trarea pe cale intravenoasa conduce la o toxicitate sistemica avansata. Utilizarea diverselor
sisteme de eliberare controlatd a citostaticelor este cunoscutd si cercetatd, aceasta
conducéand la reducerea toxicitatii acestor medicamente neselective, ca urmare a eliberarii
locale a acestora [6-10].

Magnetita este folosita in diverse aplicatii medicale: imagistica medicala, ca agent
de contrast, sistem de eliberare controlata si transport de medicamente si hipertermie [11].
Utilizarea magnetitei are ca scop principal reducerea continutului de citostatic, in prima
instantd. Combinarea materialului compozit colagen/hidroxiapatitd cu magnetita a fost
raportata recenta atat din punct de vedere al sintezei, caracterizarii, cat si a testarii in vitro,
prin capacitatea de a genera hipertermie [12]. Daca efectul citostaticului este limitat ca timp,
magnetita este stabila timp indelungat, in conditii fiziologice, iar activitatea sa antitumorala,
datorata hipertermiei, poate fi activata oricand este nevoie, chiar si atunci cand activitatea
citostaticului a disparut.

Cererea de brevet US 2006/0199170 A1, cu titlul “Cultura feromagnetica de celule
si tesut pentru micropurtatori, se refera la un micropurtator poros, acoperit cu cloagen, dintr-o
cultura feromagentica de celule, care este adecvat pentru cultivarea in vitro a celulelor si a
tesuturilor, care faciliteaza generarea de suporturi multicelulare 3D. De asemenea, este redata
o metoda de formare a sarjelor de micropurtatori, care au inserata magnetita (Fe,O,) in
prezenta de colagen, cu obtinerea astfel a unui micropurtator care devine magneticin prezenta
unui camp magnetic si care faciliteazad aderenta celulara (prin intermediul acoperirii de
colagen) pentru dezvoltarea suportului 3D. Este redat, de asemenea, un procedeu de pre-
parare a unei perle de micropurtator gelatinos, avand o suprafaté de sustinere pentru atasarea
celulelor, care cuprinde urmatoarele etape: gonflarea unui purtator gelatinos, poros, in mediul
de cultura, sterilizarea micropurtatorului gonflat, suspendarea micropurtatorilor sterilizati intr-o
solutie acida, rotirea solutiei pentru un prin timp predeterminat, la o prima temperatura
predeterminatd, rotirea solutiei pentru un al doilea timp predeterminat, la 0 a doua temperatura
predeterminatd, si stabilizarea micropurtatorilor cu incarcatura, inainte de utilizare.

Cererea de brevet US 2003/0116745 A1, cu titlul “Pulbere compozita pe baza de
magnetita-fier, amestec de pulbere compozita pe baza de magnetita-fier, metoda de preparare
a acestora, metoda de remediere a solului, apei sau gazelor poluate si absorbant de unde
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electromegnetice”, se refera la o pulbere compozita pe baza de magnetita-fier, cu un raport
al intensitatii de difractie de raze X fata de aceea a Fe alfa de la circa 0,001 la circa 50 si
avand o dimensiune medie a particulelor de la circa 0,1 la 10 um. Pulberea compozita poate
dehalogena compusii organici cu halogen si prezinta proprietati satisfacatoare de absorbtie
a undelor electromagnetice de inalta frecventd. Pulberea compozita poate fi produsa prin
reducerea partiala a unui material pulverulent, care contine o pulbere pe baza de hematita,
sau prin reducerea completa si oxidarea partiala, consecutiva, a unui material pulverulent.

Brevetul EP 1732949 B1 (D3), cu titlul “Metode de tratament al durerii datorate

cancerului osos prin administrarea unui antagonist al factorului de crestere neuronal@”, se
refera la utilizarea unui factor de crestere a nervului, pentru fabricarea unui medicament
pentru tratamentul durerii datorate cancerului 0sos, la un individ, in care antagonistul
factorului de crestere al nervului este un anticorp antagonist anti-NGF.
Nanoparticulele coloidale de Au si/sau Ag sunt cunoscute pentru activitatea lor antiseptica
si, de asemenea, pentru activitatea antitumorala [13-16]. Este de remarcat faptul ca, in
comparatie cu citostaticele, aceste nanoparticule nu prezinta efecte secundare (nu au fost
raportate pana la aceasta data), iar utilizarea acestora este recomandata, in special, in
scopul diminuarii dozei de citostatic.

Mai mult, aceste sisteme multifunctionale pot fi considerate ,materiale inteligente”,
deoarece eliberarea substantelor active poate fi localizatd la nivelul unei zone si, de
asemenea, poate fi intensificatd din exterior, prin aplicarea unui camp electromagnetic cu
frecventa de 100...300 kHz, hipertermia produsa ducand la cresterea vitezei de eliberare a
acestora. Mai mult, la atingerea dozei dorite, se poate intrerupe aplicarea campului
electromagnetic, ceea ce duce la scaderea vitezei de eliberare, ca urmare a scaderii
temperaturii pana la temperatura corpului (37°C).

Avandin vedere incidenta mare a bolilor osoase, problema tehnica pe care o rezolva
inventia constd in realizarea unui procedeu de preparare a unor materiale compozite,
multifunctionale, utilizabile ca grefe osoase, cu rol antitumoral, antiseptic si osteoregenerativ,
pe baza de colagen, hidroxiapatitd, nanoparticule de Fe,O,, Au/Ag, substante citostatice
(cisplatin, carboplatin etc) si substante analgezice/antiinflamatoare, care pot fi utilizate in
ingineria tisulara a tesutului 0sos.

Solutia propusa in inventie consta dintr-un procedeu de preparare a unor materiale
multifunctionale, compozite, care cuprinde urmatoarele etape: se mineralizeaza gel de
colagen cu precursori de hidroxiapatitd, la masa de colagen mineralizat, se adauga mag-
netitéd Fe,O, si nanoparticule de Au si/sau Ag, dupa care se adauga, in forma pura sau ca
solutie, substantele active formate din citostatic si substanta analgezica/antiinflamatoare, in
sine cunoscute, amestecul se reticuleaza cu glutaraldehida, dupa care se usuca prin liofili-
zare la presiunea scazuta, substantele active, absorbite pe magnetita, fiind eliberate cu o vi-
teza controlatd, prin aplicarea unor cdmpuri electromagnetice cu frecventa de 100...300 kHz.

Intr-un alt aspect, in procedeul conform inventiei, se amesteca 80...94 parti de gel de
colagen mineralizat cu precursori de hidroxiapatitd, sub forma de sare de calciu sau orice
sare pe baza de fosfat solubil, cu reglarea pH-ului final la o valoare de 8...10, la un raport
precursori de hidroxiapatita : colagen de 1:1...1:4, cu 3...10 parti de nanoparticule de Fe O,
si 10...1000 ppm suspensie coloidala de Au si/sau Ag, amestecul se reticuleaza cu 1 parte
glutaraldehidd, raportata la continutul de colagen, dupa care se adsorb din solutie 2...15 parti
substanta activa, formata din 1...5 parti citostatic si 1...10 parti substanta analgezica/antiinfla-
matoare, in sine cunoscute, care se se usuca in continuare, timp de 24...49 h, prin licfilizare
la presiunea de 0,1...0,001 mbari, partile fiind exprimate in greutate.
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intr-un alt aspect, in procedeul de preparare a materialelor multifunctionale,
compozite, conform inventiei, nanoparticulele coloidale de Fe;O, sunt depuse omogen in
toatda masa de material.

Intr-un alt aspect, in procedeul de preparare a materialelor multifunctionale,
compozite, conform inventiei, nanoparticulele coloidale de Fe,O, sunt depuse pe unadintre
fetele materialului.

Caurmare a procedeului, se obtine un material compozit care inlatura dezavantajele
grefelor osoase, obtinute pana in prezent, prin aceea ca acestea sunt constituite din urma-
toarele componente, exprimate in procente gravimetrice, raportate la 100%: a) gel de cola-
gen mineralizat cu precursori de hidroxiapatita 80...94%, b) 3...10% Fe,O,, c) 10...500 ppm
Ag/Au care, sub forma de suspensie 1...10% in apa distilata, se amesteca in gelul de
colagen mineralizat, d) 1...5% citostatice si e) 1...10% analgezice/antiinflamatoare care, sub
forma de solutie, se adauga peste gelul b), si f) 0,5...1% agent de reticulare, care se
amesteca in compozitia finala, sub forma de solutie 1...2% fata de masa de colagen uscata,
in apa distilata.

Procedeul de preparare a sistemelor multifunctionale consta in aceea c3, in prealabil,
gelul de colagen este mineralizat cu precursori de hidroxiapatita, adica orice sare de calciu
si orice sare pe baza de fosfat solubil. pH-ul final se regleaza la o valoare peste 8, dar mai
mica de 10, proportia dintre precursorii de HA si colagen fiind astfel aleasa, ca raportul masic
de combinare colagen : hidroxiapatita sa fie intre 1:1 si 1:4. Odata obtinuta masa de colagen
mineralizata, acesteia i se vor adduga componentele individuale, in solutie, suspensie sau
forma pura. Magnetita, (Fe,O) si nanoparticulele de Au si/sau Ag se pot adauga separat sau
in amestec. Datorita stabilitatii precare a nanoparticulelor de Au si/sau Ag, acestea se
recomanda a se adauga sub forma de suspensie. Citostaticele si analgezicele/antiinflama-
toarele se pot adduga sub forma purd/solida sau in solutie, separat sau in amestec.
Reticularea se face preferabil cu glutaraldehida, continutul maximum recomandat fiind de 2%
fatd de masa de colagen uscata. Compozitia obtinuta se usuca prin liofilizare, 24 + 48 h, la
presiunea de 0,1 + 0,001 mbari si temperatura finala de 30+ 35°C.

Intr-un alt aspect, procedeul de preparare a sistemelor multifunctionale se realizeaza
prin amestecarea directd a gelului de colagen mineralizat cu citostaticul adsorbit pe
nanoparticulele magnetice, cu substanta cu activitate analgezicd/antiinflamatorie si cu
suspensia coloidala de Au si/sau Ag. Adsorbtia citostaticului direct pe magnetité are marele
avantaj ca se realizeaza o sinergie perfecta intre efectul chimioterapeutic al citostaticului si
hipertermia produsa de magnetita (fig. 1). Aceasta este explicabila prin faptul c3, la aplicarea
campului electromagnetic, se produce hipertermia, iar viteza de eliberare a citostaticului
creste (si, implicit, activitatea antitumorala datorita chimioterapiei). Aplicarea locala a citos-
taticului, sub forma sistemului multifunctional, a provenit din necesitatea limitarii la maximum
a toxicitatii sistemice. Reducea mai avansata a dispersiei nanoparticulelor magnetice si,
implicit, a efectelor secundare asupra tesutului invecinat, se poate realiza prin aplicarea unui
camp magnetic care sa duca la localizarea acestor nanoparticule la nivelul tesutului tumoral
sau in imediata vecinatate a acestuia (fig. 1). Daca insa citostaticul nu este direct adsorbit
pe magnetitd, atunci cresterea vitezei de eliberare prin aplicarea campului electromagnetic
este vizibil mai putin pronuntata.

Indiferent de ruta de procesare aleas3, viteza de eliberare a componentelor active
(citostatic, antiinflamator/analgezic) poate fiindusa de morfologia suportului. Astfel, materialele
compozite poroase, datoritad unui flux mai mare de lichid, vor permite o eliberare mai rapida
a substantelor de interes, decat materialele compozite mai dense, ambele avand aceeasi
compozitie (fig. 2 si 3). Porozitatea materialelor compozite de tip colagen/hidroxiapatita poate
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fi modelata prin: centrifugare (densifica); ruta de uscare (prin liofilizare se obtin materiale
poroase, in timp ce prin uscare controlatd, se obtin materiale dense, in timp ce prin com-
binarea celor doua tipuri de uscare, se pot obtine materiale cu porozitate intermediar3, fig. 4).
Mineralizarea gelului de colagen se poate realiza prin coprecipitare [12] sau prin orice alta
metoda care nu duce la degradarea colagenului. Magnetita poate fi utilizata ca atare sau poate
fi obtinuta in situ, in etapa de mineralizare, prin precipitare, pornindu-se de la precursori
adecvati.

Desenele anexate, care fac parte din prezenta inventie, ilustreaza urmatoarele:

- fig. 1, reprezentarea schematica a tratamentului cancerului 0sos, utilizand sistemul
multifunctional;

- fig. 2, profilul de eliberare a substantelor active din sistemele multifunctionale, in
absenta si, respectiv, in prezenta campului electromagnetic;

- fig. 3, profilul de eliberare a substantelor active din sistemele multifunctionale la
incetarea sau diminuarea intensitatii campului electromagnetic;

- fig. 4, influenta metodei de uscare asupra morfologiei materialului compozit.

Cele mai importante avantaje, raportate la materialele compozite COL/HA, sunturmatoarele:

a) Multifunctionalitatea acestor sisteme este daté de subsistemele existente. Astfel,
aceste sisteme multifunctionale functioneaza ca:

- sisteme regenerative, datoritd suportului compozit de tip colagen/hidroxiapatita;

- sisteme cu eliberare controlata de citostatic(e);

- sisteme cu eliberare controlatd de analgezic/antiinflamator;

- sisteme antiseptice si antitumorale, datorité prezentei nanoparticulelor coloidale de
Ag sau Au;

- sisteme antitumorale, datorate nanoparticulelor de magnetitd care pot genera
hipertermie ,la comand&", atunci cand se aplica campuri electromagnetice cu frecventa de
100...300 kHz.

b) Toxicitate sistemica scazuta, deoarece eliberarea se realizeaza controlat, la nivelul
tesutului/organului de interes.

in continuare, sunt redate trei exemple de realizare a inventie.

Din punct de vedere compozitional, sistemul compozit, cu rol de suport, are la baza
colagen si hidroxiapatita, ambele fiind componente naturale ale oaselor. Raportul de
combinare intre cele doud componente ale compozitului este astfel ales, incat sa se obtina
un material care sa induca regenerarea osoasa. Drept componente active, utilizate in
tratamentul cancerului, mentionam nanoparticulele de Fe;O,, Au sau Ag si cisplatin.
Suplimentar, se poate adauga si o componenta cu rol analgezic si/sau antiinflamator.
Continutul magnetitei este ales de aga natura, incat sa asigure hipertermia necesara tratarii
cancerului 0sos (3...10%), nanoparticulele de Au sau Ag de ordinul a 10...500 ppm, in timp
ce continutul de cisplatin este de 0,1...10 mg/g material compozit. Totodata, mentionam faptul
camagnetitaintervine, de asemenea, inreglarea vitezei de eliberare controlatd a componentei
active (cisplatin si analgezic si/sau antiinflamator), deoarece cresterea temperaturii duce
implicit la cresterea vitezei de eliberare a acestora. Avantajul major al acestor sisteme
multifunctionale 1l reprezintd faptul ca eliberarea realizdndu-se controlat la nivelul
tesutului/organului de interes, toxicitatea sistemica scade foarte mult.

Sinteza sistemelor multifunctionale cu potentiale aplicatji in tratarea cancerului osos
poate fi realizata, in functie de functionalitatile dorite, diferentiat:

Exemplul 1. Procedeul de obtinere a sistemelor multifunctionale, prezentat in
Schema 1, consta in amestecarea directa a 80...94% gel de colagen mineralizat cu 3...10%
nanoparticule de Fe O, si 10...1000 ppm suspensie coloidala de Au si/sau Ag. Amestecul
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a fost reticulat cu 1% glutaraldehida (raportata la continutul de colagen). 2...15% din
substantele active (1...5% citostatic si 1...10% substanta cu caracter analgezic/ antiinflamator)
au fost adsorbite ulterior din solutie. Compozitia obtinuta se usuca prin liofilizare, timp de
24...48 h, la presiunea de 0,1...0,001 mbari si temperatura finalad de 30 + 35°C.

"OLAGEN .
LA Precursori de HA
S |
. 2
Mineralizare
gelului de colagen FesOu+Ag/Au
4
Omogenizare | Citostatice +
analgezice/antiinflamator

]

Omogenizare Il

Reticulare

Uscare

|

Schema 1. Procedeul de obtinere a sistemelor multifunctionale

Exemplul 2. Procedeul de obtinere a sistemelor multifunctionale a fost similar cu cel
descris in exemplul 1, exceptand faptul ca adsorbtia citostaticului se face direct pe magnetita,
avand marele avantaj ca se realizeaza o sinergie perfecta intre efectul chimioterapeutic al
citostaticului si hipertermia produsa de magnetita.

Exemplul 3. Procedeul de obtinere a sistemelor multifunctionale a fost similar cu cel
descris in exemplul 2, exceptand faptul ca sistemele obtinute nu contin nanoparticule de Au
si/sau Ag, acestea fiind ulterior depuse prin reducere chimica in prezenta de glucoza sau prin
depunere prin tehnica plasma sputtering. Daca reducerea chimica duce la obtinerea unor
materiale omogene, prin tehnica plasma sputtering, se obtin cu precadere materiale
eterogene. Prin plasma sputtering, nanoparticulele coloidale se depun pe materialul dorit,
inultima etapa, dupareticularea si uscarea acestora. Asimetria materialului poate fi benefica,
in special, in cazul in care tumoarea este localizata si se doreste o concentratie crescuta la
interfata sistem multifunctional-tesut tumoral (os).
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Revendicari

1. Procedeu de preparare a unor materiale multifunctionale, compozite, cu potentiale
aplicatii in tratarea cancerului 0sos, caracterizat prin aceea ca se mineralizeaza gel de colagen
cu precursori de hidroxiapatita, la masa de colagen mineralizat, se adauga magnetita Fe,O,
si nanoparticule de Au si/sau Ag, dupa care se adauga, in forma purd sau ca solutie,
substantele active formate din citostatic si substantd analgezica/antiinflamatoare, in sine
cunoscute, amestecul se reticuleaza cu glutaraldehida, dupa care se usuca prin liofilizare
la presiune scazuta, substantele active absorbite pe magnetita fiind eliberate cu o viteza
controlata, prin aplicarea unor campuri electromagnetice cu frecventa de 100...300 kHz.

2. Procedeu de preparare a unor materiale multifunctionale, compozite, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca se amesteca 80...94 parti de gel de colagen mine-
ralizat cu precursori de hidroxiapatitd, sub forma de sare de calciu sau orice sare pe baza
de fosfat solubil, cu reglarea pH-ului final la 0 valoare de 8...10, la un raport precursori de
hidroxiapatita:colagen de 1:1...1:4, cu 3...10 parti de nanoparticule de Fe,O, si 10... 1000 ppm
suspensie coloidala de Au si/sau Ag, amestecul se reticuleaza cu 1 parte glutaraldehida,
raportata la continutul de colagen, dupa care se adsorb din solutie 2...15 parti substanta activa,
formata din 1...5 parti citostatic si 1...10 parti substantd analgezica/antiinflamatoare, in sine
cunoscute, care se se usuca, in continuare, timp de 24...49 h, prin liofilizare, la presiunea de
0,1...0,001 mbari, partile fiind exprimate in greutate.

3. Procedeu de preparare a unor materiale multifunctionale, compozite, conform
revendicarii 1 sau 2, caracterizat prin aceea ca nanoparticulele coloidale de Fe,O, sunt
depuse omogen in toatd masa de material.

4. Procedeu de preparare a unor materiale multifunctionale, compozite, conform
revendicarii 1 sau 2, caracterizat prin aceea ca nanoparticulele coloidale de Fe,O, sunt
depuse pe una dintre fetele materialului.



RO 127725 B1

51) Int.CI.
A671K 33/38 (200600
A61K 8/64 (0%:01

Sistem
multifunctional

. Particule
'_/magnetice

Tesut osos

termic al
ce contine zonei de:
celule tumorale interes
remanente
a) c)
Fig. 1
18 - Curba cinetica in cazul aplicarii campului electromagnetic;
. Campul magnetic se aplica incepand cu t=20h
1.6 4 t=42"C
1.4

t=37°C

Curba cinetica IN ABSENTA aplicarii campului electromagnetic

Concentratie

T T T T B

40 60 80 100 120 140 160
Timp, h

Fig. 2



RO 127725 B1

51) Int.CI.
A61K 33/38 (200800
A61K 8/64 0%:01

1.8 4
1.6 4 0
Curba cinetica in cazul aplicarii campului electromagnetic; t=42 "C
1.4 1 Curba cinetica in nui camp electromagneti: t=39 e
g 124 urba cinetica in absenta campului electromagnetic; t=37 c
©
B
2
[
g 0.8 -
S
0.6
04 -‘ K
Reducerea intensitatii campului electromagnetic sau
0.2 1 Eliminarea aplicarii campului electromagnetic
0 L4 L] L] L] L] L o
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Timp, h
Fig. 3
material compozit obtinut prin liofilizare material pozit obti prin mixta: material compozit obtinut prin uscare
uscare controlata (24h) urmata de liofilizare controlata la 3 si 60% umiditate
,-ft- _“Fq" ; - L @

Fig. 4

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 135/2015

10



	Bibliographic Data 
	Description
	Claims
	Drawings



