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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
hidrogel compozit pe baza de ceramice naturale pentru
regenerarea defectelor osteocondrale. Procedeul, con-
form inventiei, consta in etapele: obtinerea componen-
telor bioceramice imbogatite Tn siliciu de tip hidroxia-
patita-siliciu, fosfat tricalcic-siliciu si akermanit, prepara-
rea unui amestec de macromolecule matriceale din
solutie de gelatina de concentratie 10...20%, pulbere de
condroitin  sulfat si acid hialuronic in raport
2:0,8:0,2...2:0,9:0,1, la temperatura de 30...50 °C, timp
de2...5h, adaugarea componentelor bioceramice peste

amestecul de macromolecule, in raport de combinare
1:1...1:2, la temperatura de 30...50 °C, adaugarea unui
flavonoid pentru imbunatétirea proprietatilor biologice,
reticularea cu etil dietilamino carbodiimida de concen-
tratie 5...15 mM, prin agitare timp de 3...5 h, la tempe-
ratura de 20...40 °C, rezultand un produs de tip hidrogel
compozit care este sterilizat prin expunere la radiatii
UV, intr-o incinta de sterilizare, timp de 5...10 h.
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Compozitie de hidrogel compozit pe bazi de componente ceramice §i naturale pentru

regenerarea defectelor osteocondrale si procedeu de obtinere

Oprita Elena Iulia, Criaciunescu Oana, Seciu-Grama Ana Maria, Barabas Réka, Fazakas-

Réduly Orsolya-Csilla, Fazakas Jozsef, Moldovan Lucia

Prezenta inventie se referd la un hidrogel compozit biomimetic si biodegradabil, pe
bazd de bioceramice imbogatite cu siliciu (fosfat tricalcic, hidroxiapatitd, akermanit),
polipeptide naturale (gelatind), polizaharide (condroitin sulfat si acid hialuronic) si molecule
bioactive mici (flavonoide), utilizat in tratarea si refacerea defectelor osteocondrale si la un
procedeu de obtinere a acestuia.

Se stie ca defectele osteocondrale sunt leziuni rezultate in urma afectiunilor cartiajului
articular i a osului subcondral care apar, in mod frecvent, datoritd traumatismelor acute,
accidentelor si bolilor de tipul osteoartritelor. Cartilajul articular nefiind vascularizat prezinta
o0 capacitate slaba de autoregenerare, iar aceste leziuni au tendinta de a progresa in marime si
severitate afectand si partea nelezati si predispunénd la suferinte inci de la debutul bolii.

Sunt cunoscute variante de tratament conventionale pentru refacerea defectelor
osteocondrale, care se bazeaza pe terapii curente ce folosesc medicamente anti-inflamatoare
nesteroidiene, tehnici de fizioterapie si kinetoterapie sau interventii chirurgicale pentru
indepartarea suprafetelor lezate, transplant de tesut sau procedee de reconstructie (Zhang et al,
BMC Complementary Medicine and Therapies, 2020:193). Studiile clinice dezvoltate pana in
prezent au arétat ci reconstructia cartilajului, dar si a osului subcondral este dificila din cauza
structurii si functiilor lor diferite (Deng et al., Journal of Orthopaedic Translation, 2019,
17:15e235).

Tratamentele defectelor osteocondrale sunt limitate si insuficiente pentru a preveni si
incetini progresul bolii. De aceea, se impune necesitatea unor noi strategii pentru prevenirea si
tratamentul defectelor osteocondrale, precum tehnicile de inginerie tisulard ce folosesc
materiale compozite bioactive, cu proprietiti imbunatitite, care sa faciliteze atit diferentierea
condrogenicd, cét i osteogenica, astfel incét si se realizeze regenerarea simultana a cartilajului
si a osului subcondral.

Se cunosc o serie de materiale bioactive pe bazd de biopolimeri matriceali cu/si firi

polimeri sintetici, care prezinta efecte benefice in tratamentul defectelor osoase (Brevet RO
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0126014 B1/2013) sau cartilaginoase (Brevet RO 0127486B1/2013) si inlocuiesc metodele
conventionale si care au fost conditionate ca suporturi poroase sau hidrogeluri bistratificate
(Brevet RO 131951 A0/2017). Brevetul CA 02536094/2006 prezintd un implant conditionat
ca suport poros biodegradabil, pe bazd de matrice acelulars, util in tratamentul cartilajului
articular, al osului si defectelor osteocondrale. Matricea acelulard tridimensionald, care se
implanteazi intr-o cavitate a zonei lezate, contine biopolimeri matriceali, precum colagenii de
tip I, II si IV, laminina, fibronectina si glicozaminoglicanii, asociati cu polimeri sintetici de tip
policaprolactona sau acid poliaminic. in brevetul EP2143450B1/2015 este descris un hidrogel
polimeric pentru regenerarea cartilajului lezat, utilizat pentru augmentare osoasd, care se
introduce intr-un canal realizat in osul subcondral in imediata apropiere a cartilajului deteriorat.
Acest material are o structurd de tip retea polimerica interpenetrantd formatd din polimeri
sintetici reticulafi, obtinuti prin polimerizarea acidului acrilamid-metilpropansulfonic i N,N-
dimetil acrilamida. Brevetul WO 2017/041068A1 descrie un suport cilindric utilizat ca
implant, format din doua sau mai multe zone de hidrogel, fiecare cu proprietiti fizice si chimice
specifice. Hidrogelurile componente prezintd structuri poroase si non-poroase, care pot fi
asociate cu celule, si au la bazi polimeri sintetici constituiti din monomeri anorganici si
organici, cum sunt polidimetil siloxan-metacrilat si polietilen glicol-acrilat, asociati in diferite
concentratii si rapoarte de combinare.

Sunt cunoscute biomateriale compozite pe bazi de polimeri naturali si ceramice
biocompatibile cu proprietiti mecanice i biodegradabile imbunatitite cu aplicatii in
regenerarea osoasi si osteocondrald. Aceste suporturi compozite contin diferiti biopolimeri
(chitosan, alginat, colageni, gelatini, glicozaminoglicani) combinati cu bioceramice, precum
hidroxiapatita, fosfati de calciu, etc. Studii recente in vitro si in vivo au aratat ca variantele de
suport chitosan-alginat-hidroxiapatitd (Erickson et al, Biomed. Micodevices,2019, 21:34) si
chitosan-fosfat tricalcic (Yu et al, 2021, Adv. Wound Care, 10:401-414) au stimulat viabilitatea
si proliferarea celulelor normale si au prezentat potential condrogenic i osteogenic.

Problema tehnicd pe care o rezolva prezenta inventie este realizarea de materiale
bioactive stabile in timp, cu proprietdfi imbuniétitite pentru tratarea si refacerea defectelor
osteocondrale si propune un nou hidrogel compozit biomimetic, in compozitia cirora sunt
incluse bioceramici imbunatatite cu siliciu combinate cu macromolecule componente sau
derivate ale matricei extracelulare de tip condroitin sulfat, acid hialuronic si gelatina, in
proportii bine definite, amestecurile fiind reticulate cu carbodiimida si imbunititite din punct
de vedere al proprietdtilor biologice prin asociere cu flavonoide (icariin, quercetin). Efectul

sinergic al acestor componente conduce la obfinerea unui preparat cu biocompatibilitate
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ridicatd, biodegradabilitate controlata, precum i proprietiti fizico-chimice si biologice optime
pentru imbunatitirea vindecarii defectelor osteocondrale. In plus, compozitia realizati prin
asocierea macromoleculelor cu compusi bioactivi, precum icariin sau quercetin, flavonoide cu
proprietdti similare cu cele ale factorilor de crestere celulari, prezintd efect crescut asupra
proliferarii celulare si a diferentierii osteogenice si condrogenice, astfel ci propunerea de

inventie reprezintd o noua strategie pentru repararea defectelor osteocondrale.

Compozitia de hidrogel compozit pe bazd de componente ceramice si naturale pentru
regenerarea defectelor osteocondrale, conform inventiei, este constituitd din 20...40%
bioceramici imbogitite cu siliciu, alese intre hidroxiapatita-siliciu, fosfat tricalcic-siliciu §i
akermanit, 20...50% gelatind de concentratie 10..20% din piele de porc cu greutatea
moleculard medie de 100...220 kDa, 10...30% polizaharide de tip condroitin 6-sulfat cu
greutatea moleculard medie de 25...50 kDa si acid hialuronic cu greutatea moleculard medie
750...2000 kDa, sau amestec al acestora in raport de greutate de 4:1...9:1 si 0,001...0,01%
flavonoid ales intre icariin §i quercetin.

Procedeul de obtinere al produsului, conform inventiei, constd n aceea céd se
realizeazd un hidrogel compozit din bioceramici, gelatind §i polizaharide si are la bazi
urmétoarele etape:

(a) obtinerea bioceramicelor imbogitite cu siliciu prin adaugarea acestui mineral in
compozitia ceramicelor hidroxiapatita si fosfat tricalcic, folosind metoda co-precipitarii a 10%
oxid de siliciu folosind ca sursa silicatul de sodiu, solutia de siliciu coloidal Ludox As 40 sau
tetra etil orto silicatul, la temperaturi si timpi adecvati (pentru hidroxiapatiti-siliciu la
temperatura camerei, pH 11, cu agitare continua, iar pentru fosfat tricalcic-siliciu la pH 8, timp
de 22 de ore). Akermanitul se preparad prin metoda de reactie in fazi solida prin amestecarea
oxidului de calciu, oxidului de magneziu si dioxidului de siliciu, in raport stoechiometric,
omogenizare la 300 rpm, uscare la 100 °C i tratament termic la 1200 °C, timp de 3...5 ore.

(b) prepararea amestecului de macromolecule matriceale prin amestecarea solutiei de
gelatina de concentratie 10...20% cu pulbere de condroitin sulfat si apoi cu acid hialuronic, in
raport de combinare de 2:0,8:0,2...2:0,9:0,1 (g/g/g) cu agitare continui, la temperatura de
30...50 °C, timp de 2...5 ore;

(c) obtinerea compozitiei de hidrogel prin addugarea componentelor bioceramice peste
amestecul de macromolecule matriceale preparat mai sus, in raport de combinare 1:1...1:2
(g/g), amestecarea se realizeazi la temperatura de 30...50 °C, cu agitare continu;

(d) imbunatatirea proprietitilor biologice ale hidrogelului compozit prin addugarea in
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compozitia obtinutd a unui flavonoid, de preferintd icariin sau quercetin, de concentratie 10
mg/ml, la temperatura de 20...40 °C;

(e) verificarea pH-ului amestecului compozit si ajustarea valorii acestuia 1n intervalul
6,5...7,4 cu o solutie de hidroxid de sodiu 0,5 M, dupa care se reticuleazd compozitia cu etil
dimetilamino carbodiimidd de concentratie 5...15 mM, prin agitare timp de 3...5 ore, la
temperatura de 20...40 °C.

(f) sterilizarea produsului prin expunere la radiatii UV, folosind o incinti de sterilizare,

timp de 5...10 ore.

Avantaje
Prezenta inventie prezintd urmétoarele avantaje:

- produsul obtinut are in compozitia sa ceramici (hidroxiapatita, fosfat tricalcic, akermanit)
imbogatite cu siliciu, asociate cu macromolecule extrase din matricea extracelulara a fesuturilor
conjuctive (gelatina, condroitin sulfat si acid hialuronic), in proportii bine definite, componente
cu efect sinergic in tratamentul defectelor osteocondrale;

- hidrogelul realizeaza un contact strans cu zona lezata si reprezinta un suport biopolimeric
eficient pentru cresterea si migrarea celulelor normale din jurul rénii, sintetizand astfel noul
tesut;

- addugarea de molecule bioactive mici de tipul flavonoidelor, cunoscute ca substituenti ai
factorilor de crestere celulari, care influenteazi pozitiv viabilitatea, proliferarea si
condrogeneza celulelor tesutului subcondral, amplificd capacitatea de reparare a leziunilor
osteocondrale;

- hidrogelurile compozite prezinti biocompatibilitate ridicata, biodegradabilitate controlata
si stabilitate in timp;

- produsul este non-genotoxic si nu creeazd mediul prielnic de dezvoltare al
microorganismelor la nivelul tesutului;

- procedeul de obtinere este fezabil, are cost redus, nu necesitd echipamente complexe si
are duratd redusa.

Prezenta propunere de inventie se ilustreazi prin urméatoarele exemple:

Exemplul 1

Se prepara 75 g de akermanit pulbere prin metoda de reactie in faza solida folosind ca
materii prime oxidul de calciu, oxidul de magneziu si dioxidul de siliciu, amestecate in raport
stoechiometric, utilizind o moara cu bile. Raportul dintre materii prime:apa distilati:bile a fost
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de 1:2:1, iar omogenizarea s-a facut la 300 rpm. Amestecul obtinut se usucé la 100 °C dupa
care se supune tratamentului termic la 1200 °C, timp de 4 ore.

Intr-un vas de inox previzut cu agitator si capacitatea de 2000 ml se prepari compozitia
de macromolecule matriceale prin amestecarea a 1000 ml solutie de gelatind din piele de porc
de concentratie 10% si greutatea molecurd medie de 120 kDa, cu 40 g pulbere de condroitin
6-sulfat cu greutatea moleculard medie de 30 kDa si 10 g pulbere de acid hialuronic cu greutatea
moleculard medie de 1500 kDa. Obtinerea acestei compozitii are loc cu agitare continud, la
temperatura de 50 °C, timp de 2 ore.

Separat, in alt vas de inox se prepard compozitia de hidrogel compozit prin addugarea
a 75 g pulbere de akermanit peste amestecul de macromolecule matriceale, obtinut mai sus sub
forma de gel, la temperatura de 40 °C, cu agitare continud. Dupa amestecarea completd, se
adauga la aceastd temperaturd 1,5 ml de icariin de concentratie 10 mg/ml, dizolvat in prealabil
in solutie de dimetil sulfoxid. Se verificd pH-ului amestecului de hidrogel compozit si se
ajusteazi la valoarea de 7,0 cu o solutie de hidroxid de sodiu 0,5 M, dupé care se amesteci cu
carbodiimidi ca agent de reticulare de concentratiec 10 mM, timp de 3 ore la temperatura de 30
°C, cu agitare. Hidrogelul astfel reticulat se sterilizeazi intr-o incintd de sterilizare prin

expunere la radiatii UV, timp de 8 ore.

Exemplul 2

Hidroxiapatita dopati cu siliciu se prepara prin metoda co-precipitirii. Intr-un vas de
inox previzut cu agitator se prepard 500 ml solutie de 0,15 M carbonat de sodiu
(Ca(NO3)2*4H,0) peste care se adauga, sub agitare, o solutie preparati, in prealabil, din fosfat
acid de amoniu de concentratie 0,081 M [(NH4)2HPO4] si o solutie de silicat de sodiu ce contine
siliciu 10%. Reactia are loc cu agitare puternici la pH 11, valoare care se mentine prin
addugarea unei solutii de amoniac 25%. Amestecul se agitd la temperatura camerei, timp de 24
de ore si apoi precipitatul format se spald de trei ori cu apa distilatd. Precipitatul alb se usuca
timp de 24 ore la etuvi, la temperatura de 105 °C.

Separat, se prepard o solutie de macromolecule matriceale in conditii aseménéitoare
exemplului 1 prin amestecarea gelatinei de concentratie 12% si greutate moleculara medie de
100 kDa cu pulbere de condroitin 6-sulfat cu greutatea moleculard medie de 25 kDa si apoi,
pulbere de acid hialuronic cu greutatea moleculard medie de 1000 kDa, in raport de greutate
de 2:0,7:0,3 g/g/g. Procedeul de obtinere al hidrogelului compozit si instalatia necesara sunt
similare cu cele de la exemplul 1 cu deosebirea ci peste amestecul preparat mai sus se adaugi

hidroxiapatita imbogitita cu siliciu in raport de greutate componente matriceale:hidroxiapatita
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de 2:1 g/g si se amestecd cu agitare, la temperatura de 30 °C, timp de 2 ore.

Dupi amestecarea completi se adaugd in aceleasi conditii 2 ml de icariin de
concentratie 10 mg/ml, dizolvat in prealabil in solutie de DMSO. Se verificdi pH-ului
amestecului compozit de hidrogel si se ajusteazi la valoarea de 7,2 cu o solutie de hidroxid de
sodiu 0,5 M, dupa care se amesteca cu carbodiimida de concentratie 15 mM, timp de 4 ore, la
temperatura de 30 °C, cu agitare. Hidrogelul astfel reticulat se sterilizeaza intr-o incintd de

sterilizare prin expunere la radiatii UV, timp de 8 ore.

Exemplul 3

Se prepara o solutie de fosfat tricalcic imbogitit cu siliciu prin metoda co-precipitérii.
Initial, se prepard 500 ml solutie de azotat de calciu 0,15M [Ca(NOs3);*4H20]), care se
ajusteaza la pH 8 cu ajutorul unei solutii de amoniac 25%. Separat, se prepard un amestec
format din solutie de fosfat de amoniu 0,09 M [NHa4),HPO4] si solutie de tetra etil orto silicat
cu siliciu 0,01 M, care se adaugi, sub agitare, peste prima solutie. Solutia rezultata se agita la
temperatura camerei, timp de 2 ore. Precipitatul rezultat se filtreaza si se spala de trei ori cu
apa distilata, dupa care se usuci la temperatura de 80 °C pédnd la masa constanti. Tratamentul
termic a fost realizat la 900 °C.

Se utilizeazd amestecul de gelatind, condroitin sulfat si acid hialuronic obtinut in
exemplul 1, etapa (b). Etapele procedeului de obtinere sunt similare cu cele de la exemplul 1,
cu deosebirea ci, in etapa (a) se foloseste ca ceramicd pentru hidrogelul compozit fosfatul
tricalcic imbogitit cu siliciu, in raport de greutate de 1:2,5 g/g (ceramicd/macromolecule
naturale). Se adaugd apoi ca flavonoid 1,5 ml solutie de quercetin 10 mg/ml. Etapele de

reticulare si sterilizare pentru hidrogelul compozit obfinut sunt cele prezentate in exemplul 1.

Hidrogelurile compozite obtinute conform exemplelor de mai sus au fost caracterizate
din punct de vedere al proprietatilor fizico-chimice, si anume ultrastructura, grad de reticulare,
grad de gonflare si grad de biodegradare. Din punct de vedere al ultrastructurii, hidrogelurile
reticulate au prezentat o structurd compoziti omogend, densd si microporoasd. Gradul de
reticulare al hidrogelurilor a fost evaluat prin determinarea spectrofotometrici a grupérilor
amino libere prezente In materialul nereticulat (martor), comparativ cu cel reticulat. Fata de
proba martor, gradul de reticulare al hidrogelurilor compozite a fost de 30-40%, in functie de
tipul de bioceramica. Rezultatele au aritat cd au un gradul de gonflare al hidrogelurilor
compozite sintetizate a fost ridicat, permitidnd o absorbtie a apei si 0 mérire a volumului cu

200-400%, ceea ce reprezintd o proprietate utild in vindecarea ranilor. Gradul de biodegradare
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al hidrogelurilor compozite a fost controlat in timp, datorita reticulrii structurii polimerice cu
carbodiimidd si a prezentat o crestere mai micd in timp scurt, comparativ cu martorul
nereticulat, ceea ce ajutd la refacerea noului tesut.

Noile hidrogeluri compozite au fost testate din punct de vedere al citotoxicitdtii,
genotoxicitatii si incarcaturii microbiene folosind modele experimentale in vitro pe culturi de
celule animale, umane si bacteriene. Astfel, s-au investigat viabilitatea, proliferarea si aderarea
celulara, precum si morfologia celulard in culturi de fibroblaste cultivate in prezenta
hidrogelurilor compozite timp de 72 de ore. Rezultatele obtinute au demonstrat ci hidrogelurile
compozite au prezentat proprietiti considerabil Imbunétitite, favorizdnd viabilitatea,
proliferarea si aderarea celulelor in vederea formirii de tesut nou. Materialele nu prezinta
genotoxicitate prin testul Comet si nici incirciturd microbiana dupi sterilizarea prin radiatii
UV timp de 8 ore.

De asemenea, s-a testat efectul hidrogelurilor compozite din punct de vedere al
vindecérii osteocondrale pe modele experimentale de co-cultura celule stem mezenchimale
umane-celule endoteliale HUVEC umane. S-au investigat procesele de diferentiere osteogenica
si condrogenica a celulelor stem mezenchimale, precum si de angiogeneza prin cultivare in
prezenta hidrogelurilor compozite timp de 21 de zile. Rezultatele au demonstrat potentialul
hidrogelurilor compozite de a stimula procesele de vindecare la nivelul tesutului osos si
cartilaginos prin evidentierea markerilor specifici de fosfataza alcalina, colagen tip I si tip II,
osteocalcin, mineralizarea matricei extracelulare, precum si capacitatea de formare a vaselor

de sénge.
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REVENDICARI

1. Compozitia de hidrogel compozit pe bazi de componente ceramice si naturale pentru
regenerarea defectelor osteocondrale, conform inventiei, caracterizatd prin aceea cd este
constituitd din 20...40% bioceramici imbogitite cu siliciu, alese intre hidroxiapatita-siliciu,
fosfat tricalcic-siliciu si akermanit, 20...50% gelatina de concentratie 10...20% din piele de porc
cu greutatea moleculard medie de 100...220 kDa, 10...30% polizaharide de tip condroitin 6-
sulfat cu greutatea moleculard medie de 25...50 kDa si acid hialuronic cu greutatea moleculara
medie 750..2000 kDa, sau amestec al acestora in raport de greutate de 4:1..9:1 si
0,001...0,01% flavonoid ales intre icariin §i quercetin.

2. Procedeul de obtinere al produsului, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ¢a se
realizeazd un hidrogel compozit din bioceramici, gelatind si polizaharide si are la bazi
urmaitoarele etape: (a) obtinerea bioceramicelor imbogatite cu siliciu prin addugarea acestui
mineral in compozifia ceramicelor hidroxiapatitd si fosfat tricalcic, folosind metoda co-
precipitirii a 10% oxid de siliciu folosind ca sursi silicatul de sodiu, solutia de siliciu coloidal
Ludox As 40 sau tetra etil orto silicatul, la temperaturi si timpi adecvati (pentru hidroxiapatita-
siliciu la temperatura camerei, pH 11, cu agitare continud, iar pentru fosfat tricalcic-siliciu la
pH 8, timp de 22 ore). Akermanitul se prepard prin metoda de reactie in faza solidd prin
amestecarea oxidului de calciu, oxidului de magneziu si dioxidului de siliciu, in raport
stoechiometric, omogenizare la 300 rpm, uscare la 100 °C si tratament termic la 1200 °C, timp
de 3...5 ore; (b) prepararea amestecului de macromolecule matriceale prin amestecarea solutiei
de gelatina de concentratie 10...20% cu pulbere de condroitin sulfat si apoi cu acid hialuronic,
in raport de combinare de 2:0,8:0,2...2:0,9:0,1 (g/g/g) cu agitare continud, la temperatura de
30...50 °C, timp de 2..5 ore; (c) obtinerea compozitiei de hidrogel prin adaugarea
componentelor bioceramice peste amestecul de macromolecule matriceale preparat mai sus, in
raport de combinare 1:1...1:2 (g/g), amestecarea se realizeaza la temperatura de 30...50 °C, cu
agitare continud; (d) imbunitdtirea proprietatilor biologice ale hidrogelului compozit prin
addugarea in compozitia obtinuti a unui flavonoid, de preferintd icariin sau quercetin, de
concentratie 10 mg/ml, temperatura de 20...40 °C; (e) verificarea pH-ului amestecului
compozit si ajustarea valorii acestuia in intervalul 6,5...7,4 cu o solutie de hidroxid de sodiu
0,5 M, dupa care se reticuleazd compozitia cu etil dimetilamino carbodiimida de concentratie
5...15 mM, prin agitare timp de 3...5 ore, la temperatura de 20...40 °C; (f) sterilizarea produsului

prin expunere la radiatii UV, folosind o incinta de sterilizare, timp de 5...10 ore.
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