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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
materiale hibride sub forma de structuri 2D cu proprie-
tati biocompatibile cu aplicatii in ingineria tesutului osos.
Procedeul, conform inventiei, constd 1n etapele:
preparare prin sinteza hidrotermal& a pulberii hibride de
hidroxiapatita/poliuretan-diol la temperatura de
80...110°C si presiune de 70...110 bar, uscare a sus-
pensiei prin liofilizare, presare a pulberii sub forma de
pastile 2D cu diametrul d=14 mm si Tnal{imea h=3 mm,

eventual, amestecare cu alcool vinilic si dispersie
apoaséa de poliuretan si presare a pastei in matrite,
rezultédnd structuri 2D compacte cu di=14 mm si
h=2 mm, care sunt supuse testarii biocompatibilitatii
in vitro.

Revendicari: 4
Figuri: 3
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art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsa, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 137223 A0



OFICIUL DE STAT PENTRU INVEN{ 1 i mmm

| Cerore do brvevot deom 23 A0

N, ooreesresennsnsisiensrieiie 1 e 3 .
Data dOPOZit cuvvsrssserssasssesrissevisntnnsts)
MATERIALE HIBRIDE BIOCOMPATIBILE PE BAZA DE HIDROXIAPATITA SI
POLIMERI SINTETICI

Inventia se referd la obtinerea unor materiale hibride pe bazi de hidroxiapatita si

polimeri sintetici, cu proprietéti biocompatibile, sub formé de pastile 2D prin presare pulberi
sau sub forma de structuri 2D prin turnare paste in matrite personalizate.
Hidroxiapatita (Ca1o(PO4)s(OH)2, HA), ca una dintre componentele principale ale osului,
poate creste concentratia de Ca®' local, care poate activa proliferarea osteoblastelor si
favorizeaza cresterea si diferentierea celulelor stem mezenchimale (MSC) [1]. Datorita
proprietatilor sale non-imunogene, biocompatibilitate, bioactivitate si conductivitatea osoasa
buna, HA a fost utilizatd pe scard larga in repararea osoasa [2-5]. Pana acum au fost studiate si
obtinute diverse tipuri de materiale pe baza de HA, cum ar fi HA pura, HA dopata cu ioni si
compozite HA/polimer. Totusi, unele dezavantaje ale hidroxiapatitei, precum fragilitatea
materialului si agregarea usoara a particulelor inca existd [6]; prin urmare, mai este un drum
lung de parcurs pana la obtinerea unor materiale satisfacitoare pe bazd de HA care si poata fi
utilizate in ingineria tesutului osos [7].

Diversitatea compozitelor HA/polimer investigate ca materiale de tip scaffold a fost
determinata de compozitia structurala si functia polimerilor, precum si de imunogenitatea si
transmiterea agentilor patogeni [8]. De-a lungul timpului, au fost dezvoltate numeroase
compozite HA/polimer, atat cu polimeri naturali (chitosan, colagen, alginat, celulozi, acid
hialuronic, etc.) cét si cu polimeri sintetici (poli (acid lactic) — PLA, policaprolactona — PCL,
polivinilpirolidond — PVP, polihidroxibutirat — PHB, poliuretan, etc.) [9, 10]. Desi osul uman
este alcatuit din aproximativ 70% hidroxiapatitd, 25 % colagen si 5% apd, majoritatea
lucrérilor au studiat compozite pe baza de matrice polimerica si 10%-40% hidroxiapatita.

In cererea de brevet US 2010/0152317 Al (Biocompatible ceramic-polymer
hybrids), M. Aizawa si M. Rikukawa au descris un material hibrid pe baza de hidroxiapatita
si poli (L-acid lactic), PLLA 1n care polimerul sintetic biodegradabil (PLLA) intrd in porii
structurii ceramice de hidroxiapatité (cu o porozitate de 40-70% in volum).

Intr-o prima etapa se obtine structura poroasd de hidroxiapatita, dupa care PLLA se
obtine prin polimerizare direct in porii HA.

O alta cerere de brevet US 2010/0160467 A1 (Organic-inorganic hybrid scaffolds
with surface-immobilized nano-hydroxyapatite and preparation method thereof)

prezintd un monostrat de nano-HA imobilizatd pe suprafata poroasd a unui substrat de
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chitosan. Se obtine prin sinteza chimica hidroxiapatita cu grupari tiol pe suprafatd, dupa care
se polimerizeaza etilenglicol metacrilat fosfat (EGMP) in prezenta suspensiei de HA-tiol,
rezultdnd hibridul PolilEGMP)-HA denumit hidroxiapatitd modificatda pe suprafatd. Acest
hibrid a fost apoi amestecat cu suportul poros de chitosan, obtindndu-se HA modificata pe
suprafati cu poli(etilenglicol metacrilat fosfat) si imobilizata pe substratul de chitosan.

In cererea de brevet US 2018/0311413A1 (Nanocrystalline
hydroxyapatite/polyurethane hybrid polymers and synthesis thereof), materialul hibrid pe
bazd de HA si poliuretan este obtinut prin reactia particulelor de HA nanocristalind (nHA) cu
tri-izocianat derivat de lizind (LTI), care conduce la formarea unui prepolimer hibrid
nHA/LTI, avand 65% nHAsi 35% LTI. Prin reactia acestui prepolimer cu tiocetaldiol (TK) se
obtine reteaua polimera hibridd nHA/poli(uretantiocetal).

Problema tehnica pe care o rezolvad inventia se referd la obtinerea unor materiale
hibride pe bazid de HA si poliuretan sintetic (poliuretan diol), avind o compozitie
asemanitoare cu cea a osului uman (50-80% HA), sub forma de pastile/structuri 2D cu
potentiale aplicatii in ingineria tesutului 0sos. Aceste materiale se prepard prin metoda
hidrotermala in conditii blande de temperatura (80-110°C) si presiune (70-110 bar), se usuca
prin liofilizare si apoi fie se preseazd sub forma unor pastile cu diametrul d=14 mm si
inaltimea h=3 mm, fie se amestecd cu alcool polivinilic (APV) 5% si Baymedix FD 103
(dispersie apoasd de poliuretan), rezultdnd paste care se toarnd in matrite de plastic cu
diametrul interior di=14 mm si inaltimea h=2 mm.

Spre deosebire de brevetul RO 128603 B1 (Pulberi hibride nanostructurate pentru
aplicatii medicale) in care s-a descris obtinerea prin sintezd hidrotermald a unor materiale
(sub forma de pulberi) pe baza de hidroxiapatitd si poliuretan functionalizat cu grupari tiol
(PU-SH), caracterizate printr-un raport in greutate HA:PU-SH=4:1, respectiv 1:4, prezenta
inventie se referd la obfinerea unor materiale pe bazd de HA si PU-diol sub forma de structuri
2D rezultate prin presarea unor pulberi HA/PU-diol cu rapoarte de greutate 4:1, 2.33:1,
respectiv 1:1.

Prin aplicarea inventiei, se inlaturd dezavantajul materialelor revendicate in brevetul
RO 128603 B1, si anume utilizarea poliuretanului functionalizat cu grupari finale tiol,
sintetizat in laborator, ceea ce limiteaza cantitatea de pulbere hibrida ce poate fi obtinuta si
creste costurile de fabricatie ale materialului hibrid cu raportul de greutate HA:PU-SH=1:4.
De asemenea, prezenta inventie se referd la materiale HA/PU-diol sub formd compacta

(pastile 2D) care ar putea fi utilizate ca atare, spre deosebire de pulberi.
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Ca o noutate fata de brevetul RO 132753 B1 (Structuri tridimensionale pe baza de
hidroxiapatiti si poliuretan-diol, obtinute prin tehnica 3D printing), prezenta inventie se
refera la obtinerea unor materiale pe bazi de HA si PU-diol sub forma de structuri 2D create
prin amestecarea unor pulberi HA/PU-diol avand rapoarte de greutate 4:1, 2.33:1 si respectiv
1:1, cu alcoo! polivinilic (APV) 5% si Baymedix FD 103 (dispersie apoasd de poliuretan) si
formarea unor paste. Aceste paste se toarna apoi in matrite de plastic cu diametrul interior
di=14 mm si inaltimea h=2 mm.

Prin aplicarea inventiei, se inlaturd dezavantajul procedeului descris in brevetul RO
132753 B1, si anume sinteza hidrotermala la presiuni ridicate (1000 — 3000 bar) si
amestecarea mecanica a pulberii hibride HA/PU-diol cu lianti comerciali precum Baymedix
FD 103. Prezenta inventie utilizeazd un mixer planetar centrifugal pentru prepararea unor
paste omogene pe baza de pulberi hibride, APV si Baymedix FD 103.

Pentru realizarea materialelor biocompatibile pe bazd de hidroxiapatitd si polimeri
sintetici conform inventiei se poate utiliza poliuretan-diol comercial (provenientd Sigma
Aldrich). Procesul de sinteza hidrotermala al pulberii hibride pe bazid de HA/PU-diol are loc
la temperaturi cuprinse intre 80 °C si 110°C si presiuni in intervalul 70 bar — 110 bar.
Principalele avantaje constau in consumul redus de energie, desfasurarea reactiilor
hidrotermale in conditii etanse (fira degajarea unor compusi volatili toxici in timpul sintezei),
favorizarea interactiunilor intre componenta anorganici — HA si cea organicd — PU-diol,
datoritid presiunii create deasupra mediului de reactie, prin barbotarea de gaz inert (argon),
obtinerea intr-o singura etapd a unor materiale nanocristaline, lucrul in suspensii apoase (fara
utilizarea de solventi organici). Suspensia rezultati in urma sintezei se usuci prin liofilizare si
se mojareazi, rezultind o pulbere find. Pulberea astfel obtinuti fie se preseazi la 2 tf, sub
forma unor pastile cu diametrul de 14 mm si iniltimea de 3 mm, fie se amesteca intr-un mixer
planetar centrifugal la 1000-3000 rpm, timp de 2 min, cu solutie de alcool polivinilic 5% si
suspensie apoasd de poliuretan Baymedix FD103, rezultind o pastd care este turnati intr-o
matritd de plastic cu diametrul interior de 14 mm si indl{imea de 2 mm. Atét pastilele presate
cét si structurile 2D compacte formate prin turnarea pastei in matrife sunt supuse testarii
biocompatibilitatii in vitro.

Testele de biocompatibilitate au inclus analiza citotoxicititii unor eventuali compusi

solubili rezultati din structura biomaterialelor cat §i capacitatea de adeziune si proliferare a .

celulelor pe suprafafa acestor structuri 2D. Au fost utilizate celule embrionare de rinichi

uman, linia HEK293T (de la ATCC — American Type Culture Collection) si celule stem
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mezenchimale umane izolate din maduva osoasa (hMSC) dupia o procedurad descriséd anterior
[11] crescute in mediu DMEM complet suplimentat cu penicilina, streptomicina si fungizone.

Testarea citotoxicititii compusilor solubili — Biomaterialele au fost incubate timp de
48h in mediul de cultura complet. In paralel celulele au fost placate si crescute timp de 48h in
mediul rezultat de la incubarea prealabila cu biomateriale. La finalul perioadei, celulele au
fost detasate cu tripsina si numarate. Rezultatele au fost exprimate procentual in raport cu o
proba reprezentand celule crescute in conditii standard.

Testarea adeziunii si proliferarii in contact cu biomaterialele-Biomaterialele incubate
timp de 48h in mediu complet au fost spalate cu PBS si trecute in alte pléci de culturd avand
suprafata capitonatd in prealabil cu agarozi 1%. Acest tratament are rolul de a preveni
aderarea celulelor la suprafata vasului de cultura ramasa libera. O suspensie celulara a fost
pipetatd pe suprafata biomaterialelor si incubata cu acestea timp de 48h. La finalul perioadei
de incubare biomaterialele au fost analizate prin microscopie optica. Ulterior celulele aderate
au fost recuperate prin detasare cu tripsind §i numdrate. Rezultatele au fost exprimate

procentual in raport cu o proba reprezentind celule crescute in conditii standard.

Figurile atasate reprezinta :

- Figura 1. Spectru in infrarosu cu transformati Fourier (FT-IR) pentru pulberile hibride
nanostructurate cu rapoarte de greutate HA:PU-diol=4:1; 2.33:1; 1:1.

- Figura 2. Testarea citotoxicitatii compusilor solubili din structuri 2D pe bazi de
hidroxiapatita si poliuretan (HPU). Celulele HEK293T si hMSC, au fost crescute in
mediul rezultat de la incubarea cu trei variante de biomateriale denumite conventional
BioMSC34, BioMSC35, BioMSC36 (structuri 2D pe bazi de pulberi nanostructurate
cu rapoarte de greutate HA:PU-diol=4:1; 2.33:1; respectiv 1:1) si conditionate ca
structuri 2D obtinute din paste prin metoda prezentatid mai sus.

- Figura 3. Adeziunea si proliferarea celulelor HEK293T crescute in contact direct cu
suprafata biomaterialelor BioMSC34, BioMSC35, BioMSC36. Biomaterialele au fost
spélate pentru indepértarea celulelor adsorbite si examinate la microscopul optic cand
s-au identificat grupuri de celule aderate la suprafata biomaterialelor (A). Celulele
recuperate de pe suprafata biomaterialelor au fost numaérate si evaluate comparativ cu

o proba crescutd in conditii standard (B).
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Conform inventiei, pulberea hibrida pe baza de HA si poliuretan sintetic (poliuretan
diol) prezinta interactiuni intermoleculare de tip legaturi de hidrogen intre gruparea OH din
HA si gruparea uretan (NH-C=0-0-) din PU-diol, aspect reliefat prin analiza spectrala in
infrarosu cu transformatd Fourier (figura 1).

Figura 1 evidentiazd urmatoarele aspecte:

- vibratia grupei OH (banda ascutiti) de la 3564-3568 cm™ este prezenti sub forma unui
umar (intensitatea benzii este mica), ceea ce se datoreaza probabil interactiunii cu PU-
diol;

- banda de la 3389-3450 cm! se poate datora atat vibratiei de intindere v (O-H) din HA
cat si vibratiei de intindere v (N-H) din PU-diol;

- vibratiile caracteristice hidroxiapatitei, atribuite gruparii (POs)*" de la 1097 cm’,
1038cm™, respectiv 962 cm’!, se pot observa in toate cele 3 tipuri de materiale

(HA:PU-diol=4:1; 2.33:1, respectiv 1:1).

Conform inventiei, structurile 2D elibereaza in mediul de culturd compusi solubili cu
citotoxicitate nesemnificativa, ce permit proliferarea de 81% si 85% a celulelor HEK293T si
respectiv hMSC din valoarea maxima reprezentatd de mediul de culturd proaspat (conditii
standard). Structurile 2D permit aderarea celulelor HEK si hMSC care pot fi trecute in solutie
prin detasarea cu tripsina si evaluate cantitativ prin numédrare comparativ cu o proba standard

la valori intre 98% -93% ti respectiv 71% - 83% .

Se prezinta, in continuare, doud exemple de realizare a inventiei, fard ca acestea si limiteze

utilizarea acestui procedeu in domeniul tehnic propus.
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Exemplul 1

Pentru a obtine 50 g de material hibrid nanostructurat, in care raportul de greutate HA:PU-
diol=2.33:1, se cantiresc, cu exactitate 82,25 g Ca(NO3)2*4H,0 si 24,04 g NH4H,POas, care se
dizolva, sub agitare magnetica, in 2500 mL apa distilatd. Se adauga 15 g PU-diol sub forma
de solutie apoasa, se amestecd si apoi se adaugéd un volum bine determinat de amoniac, solutie
25 %, astfel incat pH-ul solutiei sa ajungi la 10, unde are loc precipitarea HA amorfe.
Suspensia astfel obtinutd se introduce in autoclava pentru sinteza hidrotermala la temperatura
80...100°C si presiunea 75...100 bar, timp de 3 ore. Dupé tratamentul hidrotermal, suspensia
se spala si se filtreaza pana la pH=7, apoi se liofilizeaza pentru indepartarea apei. Se obtine o
pulbere fina, de culoare alba, care este mojaratd, cantaritd si etichetatd. 1.5 g din aceasta
pulbere este presatd cu ajutorul unei prese hidraulice la 2 tf, sub forma unei pastile 2D cu

diametrul de 14 mm si indltimea de 3 mm. Pastila 2D este testata in vitro.

Exemplul 2

Pentru a obtine 50 g de material hibrid nanostructurat, in care raportul de greutate HA:PU-
diol=4:1,se cantdresc,cu exactitate 94,05 g Ca(NO3»*4H,0 si 27,49 g NH4H2POa, care se
dizolvd, sub agitare magneticd, in 2500 mL apd distilatd. Se adaugd 10 g PU-diol sub forma
de solutie apoasa, se amesteca si apoi se adaugé un volum bine determinat de amoniac, solutie
25 %, astfel incat pH-ul solutiei sa ajungi la 10, unde are loc precipitarea HA amorfe.
Suspensia astfel obtinuta se introduce in autoclava pentru sinteza hidrotermala la temperatura
80...100°C si presiunea 75...100 bar, timp de 3 ore. Dupa tratamentul hidrotermal, suspensia
se spala si se filtreazd pana la pH=7, apoi se liofilizeaza pentru indepartarea apei. Se obtine o
pulbere find, de culoare albé, care este mojarata, cantaritd si etichetatd.2,5 g pulbere mojarata
se amestecd cu 1 ml APV 5% si 2.6 ml Baymedix FD 103 intr-un mixer planetar centrifugal la
2000 rpm, timp de 4 min, apoi se dezaereazi la 2000 rpm, timp de 2 min, rezultind o pasta
care se toarnd apoi in matrite cu dimensiuni de 14 mm diametru interior i 2 mm inaltime.
Pasta este ldsatd sd se usuce in matritd in conditii normale de temperaturd si presiune,

rezultand o structurd 2D care este testatd in vitro conform cu procedurile descrise la pagina 4.
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Revendicari

Pastile 2D pe bazd de pulberi hibride biocompatibile, caracterizate prin aceea ca
sunt obtinute prin presarea pulberii de hidroxiapatitd/ poliuretan-diol, cu un raport de
greutate HA:PU-diol=4:1, in care pastila are un diametru de 14 mm si o inéltime de 3
mm, iar proliferarea celulelor HEK293T in prezenta mediului pus in contact cu aceasta
pastila este de 80 %.

Pastile 2D pe bazd de pulberi hibride biocompatibile, caracterizate prin aceea ca
sunt obtinute prin presarea pulberii de hidroxiapatitd/ poliuretan-diol, cu un raport de
greutate HA:PU-diol=2.33:1, in care pastila are un diametru de 14 mm si o inalfime de
3 mm, iar proliferarea celulelor HEK293T in prezenta mediului pus in contact cu
aceasta pastila este de 80...100 %.

Structuri 2D pe baza de pulberi hibride biocompatibile, caracterizate prin aceea ca
sunt obtinute din pastd avand 35.3 % pulbere hidroxiapatitd/ poliuretan-diol, intr-un
raport de greutate HA:PU-diol=4:1, 50.4 % Baymedix FD 103 si 14.3 % APV.
Structura 2D are un diametru de 14 mm si o inaltime de 2 mm. Proliferarea celulelor
HEK?293T in prezenta mediului ce a stat in contact cu aceasta structura este de 85.1 %,
iar proliferarea celulelor h MSC in prezenta mediului ce a stat in contact cu aceasta
structura este de 100 %.

Structuri 2D pe baza de pulberi hibride biocompatibile, caracterizate prin aceea ci
sunt obtinute din pasta avand 35.3 % pulbere hidroxiapatitd/ poliuretan-diol, intr-un
raport de greutate HA:PU-diol=2.33:1, 50.4 % Baymedix FD 103 si 14.3 % APV.
Structura 2D are un diametru de 14 mm si o indltime de 2 mm. Structurile 2D
elibereaza in mediul de cultura compusi solubili cu citotoxicitate nesemnificativa, ce
permit proliferarea de 81% si 85% a celulelor HEK293T si respectiv hMSC din
valoarea maxima reprezentatd de mediul de culturd proaspat (condifii standard).
Structurile 2D permit aderarea celulelor HEK si hMSC care pot fi trecute in solutie
prin detasarea cu tripsina si evaluate cantitativ prin numérare comparativ cu o proba

standard la valori intre 98% -93% si respectiv 71% - 83% .
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Figuri
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Figura 1. Spectru in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) pentru pulberile hibride

nanostructurate cu rapoarte de greutate HA:PU-diol=4:1; 2.33:1; 1:1.
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Figura 2. Proliferarea celulelor HEK293T (A) si hMSC (B) crescute in prezenta mediului
rezultat de la incubarea cu BioMSC34, BioMSC35, BioMSC36 (structuri 2D obtinute din
paste).
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Figura 3. Adeziunea celulelor HEK293T si hMSC pe biomaterialele BioMSC34, BioMSC35
si BioMSC36 investigate prin microscopie optica (A) si prin determinarea numarului de

celule detasate din structura biomaterialelor (B)
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