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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un biomaterial compozit natural
utilizat in medicina pentru regenerarea tisulara ghidata
a leziunilor complexe ale tesuturilor orale, si la un
procedeu de obtinere a acestuia. Hidro-gelul, conform
inventiei, este constituit din principii active naturale:
colagen de tip |, glicozaminoglican, ales dintre con-
droitin sulfat si acid hialuronic, fibronectina si o solutie
dispersd de nanoparticule de argint cu un diametru
mediu mai mic de 60 nm. Procedeul, conform inventiei,
constd in amestecarea solutiilor de colagen tip |,
condroitin sulfat sau acid hialuronic si fibronectina, in
raport masic 10:1:0, 001 si 10:1:0, 005 la 4°C timp de 5

h, amestecul este mentinut la rece, dupad care se
adauga o solutie de nanoparticule de argint, urmata de
o solutie de etil-dimetil-aminopropil carbodiimida, com-
pozitia reticulata este supusa unei etape de gelifiere cu
o solutie de fosfat monosodic si bicarbonat de sodiu si
incubare la 37°C, timp de 2...5 h, rezultdnd un bio-
material sub forma de hidrogel solid care se sterilizeaza
prin expunere la radiatii UV sau gamma.
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Prezenta propunere de inventie se referd la un biomaterial compozit natural utilizat in
medicina pentru regenerarea tisulara ghidati a leziunilor complexe ale fesuturilor orale, precum si la
procedeul de obtinere al acestuia.

Biomaterialul, conform propunerii de inventie, se prezintd sub form# de hidrogel steril,
biodegradabil si biocompatibil si prezintd proprietiti bioactive, antimicrobiene i de stimulare a
regenerdrii fesuturilor lezate.

Componentele din compozitia acestui hidrogel compozit, colagenul, condroitin sulfatul sau
acidul hialuronic, precum si fibronectina sunt constituenti naturali, care se regisesc in matricea
extracelulard a cavitdtii orale, proprietate ce face ca acest produs si fie suportul ideal pentru
stimularea cresterii §i proliferérii fibroblastelor gingivale si a osteoblastelor, celule implicate in
sinteza componentelor matriceale ale noului fesut din cavitatea orala.

Studii anterioare au raportat ca proteinele fibrilare ale matricei extracelulare, precum
colagenul si glicozaminoglicanii (acid hialuronic §i condroitin sulfat) se pot asocia in vitro in
structuri complexe, tridimensionale, care constituie un suport pentru celule din punct de vedere
mecanic si reprezintd o baza pentru modelarea formei tesutului (Brevet RO 115693B1/2000). Aceste
structuri exercitd semnale de mecanotransductie prin care stimuleazid migrarea, diferenfierea si
aderarea celulard, dar si numeroase semnale biochimice prin anumite secvente specifice de
aminoacizi pentru coordonarea activititii celulare si rispunsurilor fiziologice (Bachman H. et al.,
Advanced Wound Care, 4, 501-511, 2015).

Se cunoaste cd boala parodontald prezintd un risc ridicat pentru sinitatea organismului,
conducand la boli sistemice, cum ar fi artrita reumatoida, bronsita cronica si fibroza pulmonari
(Kaur S. et al., Journal of Dental Research, 92, 399-408, 2013). Terapia parodontald vizeazi
regenerarea structurald si functionald a structurii complexe a parodontiului, cu scopul restaurarii
atasamentului ligamentului parodontal de cementul/rddacina dentara si osul adiacent, impreund cu
formarea osului alveolar nou si a gingiei. In acelasi timp, spatiul subgingival necesita protectie
impotriva florei bacteriene patogene (Reed D. et al., Stem Cell Biology and Tissue Engineering in

Dental Sciences, Academic Press, Elsevier Inc, 445-458, 2015).

%



a 2019 00454 26/07/2019

De asemenea, este cunoscut faptul ca procesul de regenerare a tesutului parodontal este
afectat de factori chimici si biologici, deoarece acest fesut este in contact permanent cu mediul extern
al cavitafii bucale si prezinta un risc de infectie in timpul procesului de regenerare. Apoi, se stie ca
stresul mecanic, cauzat de forfele ocluzale sau de intindere a gingiilor dentare, afecteazi mucoasa i
reduce resorbtia osoasd. Regenerarea tisulard ghidata este o procedurd care vizeaza refacerea osului
alveolar, a ligamentelor parodontale si a cementului. Cel mai cunoscut tratament de regenerare
ghidatd se bazeazd pe aplicarea unor membrane tip barierd cu scopul de a restrdnge migrarea
celulelor conjunctive epiteliale si gingivale in defectele parodontale si pentru a favoriza proliferarea
celulelor fibroblaste §i osteoblaste, care sintetizeazd matricea extracelulara si, in final, un tesut nou,
functional (Ramseier C.A. et al., Periodontology 2000, 59, 185-202, 2012). Au fost descrise o serie
de produse cu utilizare clinica, care constau din membrane neresorbabile, confectionate din polimeri
sintetici (politetrafluoretilen, nylon pe silicon) sau membrane resorbabile fabricate din materiale
organice (colagen, condroitin sulfat, etc.) (Naung N.Y. et al., Dental Clinics of North America,
2019, doi: 10.1016/j.cden.2019.02.008; Tatakis D.N. et al., Periodontology 2000, 19, 59-73, 1999).
iIn cazul utilizarii membranelor neresorbabile, regenerarea oaselor este scizuta si se impune
interventia chirurgicala.

Au fost dezvoltate tipuri de membrane resorbabile cu utilizari clinice in regenerarea fesutului
parodontal, precum: Avitene® (obtinutd din pericard bovin reticulat cu difenilfosforilazida),
Collistat® (preparatd din derm bovin), BioMend® (fabricata din colagen tip I obtinut din tendon
bovin), Paroguide® (constituitd din colagen si condroitin sulfat) (Behfarnia P. et al., Dental
Research Journal, 9, 574-581, 2012; Parodi R. et al., International Journal of Periodontics and
Restorative Dentistry, 17, 282-291, 1997), Biostite® (obtinuti din hidroxiapatitd 9,5%, colagen tip I
si condroitin sulfat), Periogen® (formatd din colagen bovin tip I si III), BioGide® (formatd din
colagen de porc tip I i III) (Iviglia G. et al., Journal of Functional Biomaterials, 10, 3, 2019), etc.

Membranele resorbabile au multe beneficii ca produse medicale, fiind hemostatice,
chemotactice si biocompatibile si permit formarea de tesuturi noi. Pe l4ngi aceste proprietiti, se
impune ca produsele cu aplicatii medicale s& prezinte caracteristici structurale §i mecanice pentru a
conserva spatiul ranit si pentru a rezista impotriva fortelor externe, si initieze integrarea tisulara, sa
nu producd inflamatie si infectie, si fie usor de utilizat pentru a reduce timpul de interventie si
disconfortul pacientilor (Shin S.Y. et al., Stem Cell Biology and Tissue Engineering in Dental
Sciences, Academic Press, Elsevier Inc, 459-469, 2015).
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Problema tehnica pe care o rezolvi prezenta propunere de inventie consta din realizarea unui
nou biomaterial compozit conditionat ca hidrogel steril, biodegradabil si biocompatibil, avind in
compozitia sa componente biopolimerice specifice matricei extracelulare a {esuturilor cavitatii orale
(colagen tip I, condroitin sulfat, acid hialuronic si fibronectind) cu efect de stimulare a procesului de
regenerare a tesutului parodontal si nanoparticule de argint coloidal cu activitate antimicrobiana. In
plus, conditionarea sub formé de hidrogel conferd produsului capacitatea de a umple situsul leziunii
chiar si in profunzime.

Biomaterialul, conform propunerii de inventie, este un hidrogel compozit steril, biodegradabil
si biocompatibil si este constituit din 60...80% colagen tip I obtinut din tendon bovin sau piele
bovind, cu greutatea moleculard medie cuprinsd intre 250 si 350 kDa si o substantd uscatd de
0,6...1,0%, 10...20% glicozaminoglican, ales dintre condroitin sulfat si acid hialuronic, cu un
continut in acizi uronici de minim 20%, 1...5% fibronectind obtinutd din plasmi bovind cu
concentratia de 0,01...0,05%, 0,5...2% solutie dispersd de nanoparticule de argint cu un diametru
maxim de 60 nm si concentratia de 0,01...0,02 mg/ml, 0,2...0,6% solutie de 1-etil-3-(3-dimetil-
aminopropil) carbodiimida (EDAC), 0,5...1,5% fosfat monosodic 200 mM si 0,03...0,1% bicarbonat
de sodiu cu concentratia 4...10%, pértile fiind exprimate in greutate.

Procedeul de obtinere al produsului, conform inventiei, consta din aceea ci se realizeazd un
hidrogel compozit prin prepararea initiald a unei compozifii biopolimerice prin amestecarea sub
agitare magneticd a unei solutii vascoase de 0,6...1% colagen tip I acido-solubil obtinut din tendon
bovin sau piele bovina, dializat in prealabil fatd de apa distilatd pana la pH neutru, cu o solutie de
2...4% condroitin sulfat sau acid hialuronic §i, in final, cu o solutie de fibronectind obtinutd din
plasmd bovind de concentratie 0,01...0,05%, astfel incat raportul de combinare dintre cele trei
componente si fie de 10:1:0,001...0,005 (g/g/g), la o temperaturd de maxim 4 °C, timp de 5...10 ore;
amestecul biopolimeric astfel obtinut este mentinut la rece, timp de 15..20 ore si apoi se
omogenizeaz3 prin agitare continud cu o solutie dispersd apoasd de nanoparticule de argint coloidal
de concentratie 0,01...0,02 mg/ml, cu diametrul mediu mai mic de 60 nm, timp de 10...60 minute, la
temperatura camerei, astfel incét raportul colagen:argint coloidal si fie de 1:0,001...0,005 (g/g);
ulterior, compozitia obfinutd este supusd unei etape de reticulare, in vederea cresterii rezistentei
produsului la degradarea enzimatica, prin adiugarea unei solutii de EDAC la o concentratie finala de
10...30 mM, sub agitare magneticd, la temperatura camerei, timp de 18...24 ore; urmeazi apoi etapa
de gelifiere care se realizeazd prin omogenizarea compozitiei reticulate cu o solutie de fosfat
monosodic 200 mM (pH $5,8...6,5) si apoi neutralizarea cu o solutie de bicarbonat de sodiu 4...10%,

rezultand un amestec vascos cu pH 7,0...7.4, care se incubeaza la temperatura de 37 °C, timp de 2...5
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ore si se obtine, in final, produsul sub forma de hidrogel solid, care se spala cu apé distilata de 3...5

ori cite 15...30 minute, apoi se decupeazi probe de biomaterial cu diametrul de 1..5 mm, se

ambaleaz etans in pungi speciale, se sterilizeaza prin expunere la radiatii UV, timp de 8...15 ore sau

cu radiatii gamma la doze de 15...20 kGy.

Hidrogelul compozit biopolimeric, obtinut in conformitate cu prezenta inventie, are

urmitoarele avantaje:

prezintd o eficientd mare in tratarea afectiunilor paradontale (repararea ligamentului parodontal,
a cementului si a osului alveolar) avdnd in compozitia sa biopolimeri (colagen,
glicozaminoglicani, fibronectind) care se gésesc, in mod natural, in tesuturile orale;

poate fi utilizat ca matrice suport 3D pentru celule specifice cavitatii orale (fibroblaste
gingivale, osteoblaste, celule stem din tesuturi orale), in vederea cresterii ratei de supravietuire a
celulelor dupa transplantare;

este biocompatibil, nu produce inflamatie, actioneazi ca o barierd impotriva infectiilor si
asigurs absorbtia optimi a fluidelor la nivelul tesutului lezat;

umple situsul leziunii chiar §i in profunzime, realizeazi un contact strdns cu zona lezatd
facilitdnd, astfel, influxul celulelor din tesutul inconjurétor neafectat si proliferarea acestora in
vederea formdérii noului {esut;

componentele hidrogelului se dizolva la locul aplicérii printr-un proces de biodegradare
controlatd si au un efect sinergic asupra regenerdrii tesutului lezat;

este usor de manevrat, ceea ce determind reducerea timpului de interventie si al disconfortului
pacientilor;

este stabil in timp, nu creeazi toxicitate sau antigenicitate in contact cu organismul;

procedeul de obtinere este relativ simplu, nu necesita aparaturd complexa si este fezabil.

Prezenta propunere de inventie se ilustreaza prin urmétoarele exemple:
Exemplul 1
Etapa 1. Obtinerea amestecului biopolimeric

Se ia o cantitate de 1000 ml solutie de colagen tip I obtinut din tendon bovin prin extractie cu

acid acetic 0,5 M, se dializeaza fatd de apa distilatd pand la pH neutru, dupa care peste aceasta se

adaugd, sub agitare magneticd, 30 ml solutie de condroitin sulfat de concentratie 2%. Dupa 2 ore de

agitare, la temperatura de 4 °C, se introduc peste amestecul obtinut 6 ml solutie de fibronectind din

plasméd bovind de concentragie 0,01% si se agitd continuu timp de 5 ore in conditiile prezentate mai

sus. Se formeaza astfel amestecul biopolimeric care se mentine la rece timp de 15 ore. Peste

4
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amestecul rezultat se adaugd 400 ml suspensie de nanoparticule de argint cu diametrul mediu de 60
nm si concentratia de 0,02 mg/ml, sub agitare magneticd, la temperatura camerei, timp de 20 de
minute.

Etapa II. Reticularea amestecului

fn vederea cresterii rezistentei la degradarea enzimatici a amestecului polimeric, se realizeazi
reticularea chimicd prin addugarea unei solutii de EDAC, la o concentratie finald de 10 mM.
Reticularea are loc la temperatura camerei timp de 18 ore, sub agitare continua.

Etapa III. Gelifierea

Amestecul reticulat se supune procesului de gelifiere, care se realizeaza prin amestecarea
compozitiei reticulate cu o solutie de fosfat monosodic 200 mM, la sférsitul acestui tratament
compozitia are pH-ul 5,8-6,0. Se regleazd apoi pH-ul in domeniul 7,0-7,4 cu o solutie de bicarbonat
de sodiu 4%, rezultdnd un amestec vascos. Se incubeazi acest amestec la temperatura de 37 °C, timp
de 2 ore si se obtine, in final, produsul sub forma de hidrogel solid, care se spald de 3 ori cu apd
distilata cate 30 de minute.

Etapa 1V. Conditionarea

Conditionarea hidrogelului constd din decuparea unor probe de hidrogel cu diametrul de 5
mm i ambalarea etangd a acestora in pungi speciale. Probele ambalate se sterilizeazd prin expunere

la radiatii UV, timp de 10 ore.

Exemplul 2

Este similar exemplului 1, cu deosebirea cd amestecul biopolimeric este constituit din
colagen tip I extras din piele bovind, de concentratie 0,8%, acid hialuronic cu un continut de 27%
acizi uronici §i fibronectind din plasma bovind de concentratie 0,02%, in raportul de combinare
10:1:0,005 (g/g/g). Dupa agitarea magneticd, la temperatura camerei, timp de 7 ore, solutia se
mentine la rece, timp de 20 de ore si se amestecd cu solutia dispersd de nanoparticule de argint
coloidal cu diametrul mediu de 40 nm, sub agitare magnetic#, timp de 60 de minute, la temperatura
camerei.

Etapele ulterioare corespund celor descrise in cadrul exemplului 1, cu exceptia fazei de
reticulare, care se face prin tratare cu o solutie de EDAC la o concentratie finala de 10 mM. In final,
se obtine hidrogelul in forma solida, care se supune spildrii repetate cu apa distilata, timp de 20 de

minute fiecare spilare, apoi se ambaleaz si se sterilizeaza prin expunere la radiatii gamma, la o doza
de 15 kGy.
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Hidrogelurile obtinute conform exemplelor de mai sus au fost caracterizate fizico-chimic,
structural si biologic.

Caracterizarea fizico-chimicii a constat din determinarea: (a) gradului de reticulare prin
metoda TNBS, care cuantificd numérul de grupdri amino libere; (b) gradului de gonflare prin
masurdtori gravimetrice ale probelor mentinute intr-o solutie tampon fosfat 0,1 M, la 37 °C, timp de
24 de ore si (c) gradului de biodegradare prin incubarea probelor in tampon TES, pH 7,4 care contine
colagenazi bacteriand, la temperatura de 37 °C, timp de 6 ore.

Rezultatele metodei cu TNBS au aratat cd hidrogelurile solide obtinute au prezentat un grad
de reticulare ridicat, cu formarea de legituri covalente intercatenare implicate in cresterea rezistentei
materialului, care a variat intre 85,14 % pentru varianta din exemplul 1 si 83,50% pentru varianta din
exemplul 2, comparativ cu proba martor constituitd dintr-o solutie de colagen simpla tratatd similar
cu probele, pentru care gradul de reticulare a fost de 63,37%.

Gradul de gonflare, indicator important al capacitdtii biomaterialului de absorbtie a
exudatului la situsul leziunii, a variat intre 2409% si 2227% pentru hidrogelurile biopolimerice din
exemplul 1 si, respectiv, exemplul 2, comparativ cu 2042% pentru hidrogelul care contine numai
colagen.

Biodegradarea enzimatica a hidrogelurilor a variat intre 8,33% si 9,91% pentru hidrogelurile
biopolimerice fatd de 12,04% in cazul hidrogelului de colagen simplu. Aceste valori ale gradului de
biodegradare se coreleazéd cu gradul de reticulare al hidrogelurilor, astfel cd o crestere a acestuia a

avut ca rezultat o degradare mai redusa.

Caracterizarea structurala

Identificarea distributiei colagenului tip I, condroitin sulfatului si a fibronectinei in
hidrogelurile biopolimerice s-a realizat prin tehnica imunohistochimica, folosind anticorpi primari
anti-colagen I, anti-condroitin sulfat si anti-fibronectind, precum si anticorpi secundari specifici
cuplati cu fluorofori. Imaginile de microscopie opticd de fluorescenta au indicat prezenta colagenului
tip I, ca fiind componentul major al hidrogelurilor reticulate, iar condroitin sulfatul (colorat in rosu)
si fibronectina (colorata in verde) sunt distribuite uniform pe suprafata fibrelor de colagen (Fig. 1).

Pentru a evalua gradul de citotoxicitate al hidrogelurilor compozite, s-au utilizat in
experimente doud tipuri de culturi celulare, respectiv o culturd primara de fibroblaste gingivale si una
de osteoblaste, care au fost insdmantate pe suprafata probelor (metoda contactului direct) si cultivate

timp de 24 si, respectiv, 48 de ore. In acest context, s-a realizat un model experimental 3D de tip

6
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matrice-celule pe care s-au investigat viabilitatea si proliferarea celulard utilizand kitul CCK-8,
aderarea si morfologia celulelor prin microscopie optica. Rezultatele obtinute au evidentiat efectul
din cavitatea orala (fibroblaste gingivale si osteoblaste in culturd) (valori mai mari de 80%) (Fig. 2).
Cultivarea celulelor de tip fibroblast pe hidrogeluri a indicat c& acestea prolifereazi i aderd ferm la
suprafata acestora (Fig. 3). Densitatea celularad a fost mai mare in cazul hidrogelurilor compozite,
comparativ cu hidrogelul de colagen simplu. Observatiile de microscopie opticéd au aratat ca celulele

aderate prezinta un aspect normal, caracteristic, similar cu cel al culturii martor.
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REVENDICARI

Biomaterialul, conform propunerii de inventie, este un hidrogel compozit steril, biodegradabil si
biocompatibil si este constituit din 60...80% colagen tip I obtinut din tendon bovin sau piele
bovind, cu greutatea moleculard medie cuprinsd intre 250 si 350 kDa si o substantd uscatd de
0,6...1,0%, 10...20% glicozaminoglican, ales dintre condroitin sulfat si acid hialuronic, cu un
continut in acizi uronici de minim 20%, 1..5% fibronectind obtinutd din plasmd bovind cu
concentratia de 0,01...0,05%, 0,5...2% solutie dispersa de nanoparticule de argint cu un diametru
de maxim 60 nm s§i concentratia de 0,01..0,02 mg/ml, 0,2...0,6% solutie de etil-dimetil-
aminopropil carbodiimida (EDAC), 0,5...1,5% fosfat monosodic 200 mM si 0,03...0,1%
bicarbonat de sodiu cu concentratia de 4...10%, partile fiind exprimate in greutate.

Procedeul de obtinere al produsului, conform inventiei, constd din aceea cd se realizeazd un
hidrogel compozit, in care se formeazi initial o compozitie biopolimericd prin amestecarea, sub
agitare magneticd, a unei solutii vascoase de 0,6...1% colagen tip I acido-solubil, obfinut din
tendon bovin sau piele bovind, dializat in prealabil fad de apa distilatd pand la pH neutru, cu o
solutie de 2...4% condroitin sulfat sau acid hialuronic i, in final, cu o solutie de fibronectini
obtinutd din plasma bovina de concentratie 0,01...0,05%, astfel incat raportul de combinare dintre
cele trei componente sd fie de 10:1:0,001...0,005 (g/g/g), la o temperaturd de maxim 4 °C, timp
de 5...10 ore; amestecul biopolimeric astfel ob{inut este mentinut la rece, timp de 15...20 de ore
si, apoi, se amestecd prin agitare continui cu o solutie dispersa apoasd de nanoparticule de argint
coloidal, cu diametrul mediu mai mic de 60 nm, timp de 10...60 minute, la temperatura camerei;
ulterior, compozitia obtinutd este supusa unei etape de reticulare, in vederea cresterii rezistentei
produsului la degradarea enzimatica, prin addugarea unei solutii de etil-dimetil-aminopropil
carbodiimidd (EDAC) la o concentratie finald de 10..30 mM, sub agitare magnetic3, la
temperatura camerei, timp de 18...24 ore; urmeaza apoi etapa de gelifiere, care se realizeazi prin
neutralizarea compozitiei reticulate cu o solutie de fosfat monosodic 200 mM (pH 5,8...6,5) si,
apoi, cu o solutie de bicarbonat de sodiu 4...10%, rezultdnd un amestec véascos cu pH 7,0...7,4,
care se incubeazd la temperatura de 37 °C, timp de 2...5 ore si se obtine, in final, produsul sub
forma de hidrogel solid, care se spald cu api distilatid de 3...5 ori cate 15...30 minute, apoi se
decupeazi probe de biomaterial cu diametrul de 1...5 mm, se ambaleaz3 etans in pungi speciale,
se sterilizeaza prin expunere la radiatii UV, timp de 8...15 ore sau cu radiafii gamma la doze de
15...20 kGy.
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Testarea biocompatibilitatii compoazitelor biopolimerice pe o
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