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componente, % mas.: 99,0...99,9 material osteogen 10 tere trombocitar (PDGF), factorul de crestere trans-
si extract uscat din biomasa cianobacteriei formator B1 (TGF- B1) si proteinele izolate din os,
Spirulina platensis 0,1...1,0. Materialul osteogen precum si combinatiile lor.
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Descriere:

Inventia se referd la medicind, i anume la materiale pentru restabilirea oaselor §i poate fi aplicatd
pentru chirurgia osteoreparatorie in stomatologie, traumatologie si ortopedie.

Este cunoscutd utilizarea tesutului osos cadaveric liofilizat pentru umplerea defectelor osului [1].
Dezavantajele materialului din osul cadaveric constituie omogenitatea implantului si durata biodistructiei
lui, ceea ce impiedicd formarea osului propriu, care va avea loc doar in procesul resorbtiei transplantului;
absenta activitatii fiziologice si a proprietatilor antimicrobiene.

Este cunoscut, de asemenea, un procedeu de obtinere a implanturilor osoase [2]. Aceste implanturi in
scopul asigurdrii penetrérii organice in ele a tesuturilor osoase se obtin prin flambarea fragmentului diafizei
osului tubular cu umplerea ulterioard a canalelor si traiectelor cu adeziv cianoacrilic resorbabil bioinert.
Insi, aceste implanturi poseda rezistentd mecanici joasi. Mai mult decét atit, densitatea tesutului osos in
stratul cortical cu un numir neinsemnat de perforatii, durata resorbtiei atdt a matricei osoase cét si a
cianoacrilatului, precum si lipsa componentelor bioactive in implant tardgdneaza considerabil procesele de
revascularizare a lui si de substituire cu tesutul osos complet propriu.

Mai este cunoscutd o compozitie pentru stimularea regenerdrii tesuturilor osoase [3].

Aplicarea acestei compozitii asigurd accelerarea regenerdrii tesutului osos datoritd continutului in
matricea polimerica a tesuturilor fetale liofilizate, substantelor medicamentoase, capabile sd regenereze
tesuturile, si a substantelor ce contin calciu fixat. A fost obtinut un efect curativ bun la umplerea cavitatilor
osoase mici. Cu toate acestea, cantitatea calciului fixat in compozitie este insuficientd pentru tratamentul
defectelor osoase vaste. Materialul propus practic nu poseda forma, are caracteristici rezistente joase si nu
poate in caz de necesitate sa fixeze pozitia fragmentelor osoase la corectia operativd. Mai mult decét atét,
materialul propus nu posedd actiune imunostimulatoare locald, moment care este foarte important la
operatiile reparatorii in stomatologie.

Este cunoscut, de asemenea, un material pentru substituirea osului, utilizat in chirurgia osteoreparatorie
in traumatologie si ortopedie [4], care constd din tesut osos spongios liofilizat, prelucrat si degresat, cu
dimensiunile porilor de 0,05...5,00 mm, pe suprafata cdruia se aplicd o compozitie din copolimer
biocompatibil §i substante fiziologic active in urmatorul raport al componentelor, % mas.: copolimer
biocompatibil de vinilpirolidond cu acrilate 50...99, substante fiziologic active 1...50, totodatd raportul
dintre tesutul osos spongios si compozitia fiziologic activd polimericd constituie, % mas.: tesut osos
60,0...99,3, comporzitie fiziologic activd polimerica 0,7...40,0.

Dezavantajul materialului cunoscut constd in aceea cd in calitate de substante fiziologic active se aplica
preparate antimicrobiene: gentamicind, dioxidind, cefamizind, care inhibd imunitatea locald si frdneaza
procesele regenerative. In plus, materialul nu posedi actiuni antivirali si antimicotici. Aceste materiale pot
servi ca bazd pentru dezvoltarea complicatiilor inflamatorii in perioada postoperatorie.

Problema pe care o rezolvd inventia revendicatd constd in crearea unui material ce stimuleaza
imunitatea locald, cu activitate regeneratoare, antivirald si antimicrobiana nalta.

Problema preconizatd se solutioneazd prin aceea cd materialul pentru restabilirea oaselor include
urmdtoarele componente, % mas.: 99,0...99,9 de material osteogen si 0,1...1,0 de extract uscat din biomasa
clanobacteriei Spirulina platensis. Materialul osteogen este selectat din grupa aloimplanturilor osului
liofilizat demineralizat, aloimplanturilor osului liofilizat, osului xenogen, alogen si autogen, hidroxilapatit,
material de colagen-hidroxilapatit. In calitate de tulpini a cianobacteriei Spirulina platensis poate fi
utilizatd tulpina CNM-CB-02. Suplimentar, materialul poate contine factorul de crestere selectat din grupa
constituitd din factorul de crestere trombocitar (PDGF), factorul de crestere transformator 1 (TGF- B1) si
proteinele izolate din os, precum si combinatiile lor. in acest caz materialul pentru osteoplastie contine, in
% mas.: material osteogen 98,5...99,8, extract uscat din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis
0,1...1,0, factorul de crestere 0,01...0,50.

Pentru restabilirea tesutului osos in practica medicald se folosesc diferite materiale osteogene de origine
artificiald sau naturald. La acestea se referd cele autogene (donor este insusi pacientul), alogene (donor este
o0 altd persoand), xenogene (donor este un animal, cu exceptia omului), aloplastice (sintetice, inclusiv cele
obtinute din minerale naturale, corali). Toate materialele au indicatiile si contraindicatiile proprii pentru
aplicare. Pentru a extinde indicatiile lor de aplicare este necesar ca ele sd posede capacitatea de a induce
pronuntat osteogeneza, de a stimula imunitatea locala si de a fi rezistente la actiunea florei patogene si a
fenomenelor inflamatorii. Pentru realizarea cerintelor date s-a propus de a adduga la materialul osteogen de
orice origine extract uscat din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis. S-a dovedit ca extractul din
biomasa Spirulinei platensis in compozitia materialului osteogen nu numai ci favorizeazd ridicarea
imunitdtii nespecifice, ameliorarea imunititii celulare locale, asigurd activitatea antivirald si antimicrobiand
a materialului, ci i accelereazi considerabil procesele osteoregeneratoare, contribuie la resorbtia materia-
lului concomitent cu substituirea lui cu osul propriu. Probabil, aceasta are legaturd cu stimularea osteo-
blastelor si preosteoblastelor, precum si a celulelor tronculare dispersate uniform in tesutul osos.
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O astfel de stimulare a osteoblastelor, preosteoblastelor, precum si a celulelor tronculare se intensifica
vizibil la addugarea in materialul osteogen a substantelor fiziologic active, cum ar fi factorul de crestere ales
din grupa constituitd din factorul de crestere trombocitar (PDGF), factorul de crestere transformator 1
(TGE- B1) si proteinele izolate din os, precum si combinatiile lor (descrise in cererea US 2004019132).
Proteina morfogeneticd osoasd (PMO) constituie unul din reprezentantii acestei grupe, totodatd existd 13
feluri de diverse proteine morfogenetice osoase. Datoritd PMO procesele de sinteza si resorbtie a tesutului
osos sunt strans legate intre ele. Aceastd proteind stimuleazd mitoza si diferentierea celulelor tronculare,
care se invecineaza cu zona resorbtiei, in osteoblastele functionabile, ce secretd matricea osoasd.

Utilizarea extractului din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis in combinatie cu substantele
fiziologic active conduce la accelerarea formarii osului si la sporirea densitatii lui.

Interactiunea componentelor sus-mentionate in materialul revendicat pentru osteogeneza a permis
obtinerea unui efect sinergic, ce asigurd accelerarea considerabild a regeneririi tesutului osos in regiunea
interventiei chirurgicale datoritd stimularii osteoblastelor, preosteoblastelor, precum si a celulelor tron-
culare, intensificarii imunitatii nespecifice, ameliorarii troficii tesuturilor, intensificarii efectului antiviral si
antimicrobian in lipsa oricaror efecte secundare negative.

Rezultatul inventiei constd in stimularea osteoblastelor, preosteoblastelor, celulelor tronculare, precum
si a celulelor imunocompetente responsabile de imunitatea umorald si celulard.

Inventia se realizeaza in felul urmator. Se ia materialul osteogen. De exemplu, se confectioneazi un
alotransplant osos. Preliminar, se efectueazi separarea mecanicd minutioasd a alotransplantului initial din
os spongios de tesuturile moi. Apoi in scopul eliminarii elementelor sangelui, ultimul se amplaseaza intr-o
solutie de peroxid de hidrogen de 3%. Ulterior se scufundd in solutie de amestec de cloroform cu alcool
etilic de 96% (1:1) pentru eliminarea componentului lipidic pentru 3...5 zile in dependentd de dimensiunile
modelului. Activitatea solutiei va fi mentinutd prin schimbul zilnic al acesteia. Va urma uscarea osului la
aer si congelarea lui pani la -30°. in procesul demineralizirii si degresarii osului se elibereazi matricea de
colagen si proteinele inductive (in particular, proteina morfogeneticd osoasd (PMO)), care induce
osteogeneza. Apoi transplantul se impregneaza cu extract din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis din
calculul 0,1...1,0 g de substanta uscatd la 100 g de material osteogen. Dupd aceasta se efectueaza liofili-
zarea timp de 24 de ore. Executarea materialului pentru osteoplastie se finiseazi cu ambalarea implanturilor
in pachete din masa plastica si sterilizarea lor in fluxul de electroni rapizi cu doza de absorbtie de 20+5 kGy
(kiloGray). Extractul uscat din biomasa cianobactetiei Spirulina platensis poate fi addugat in conditii sterile
la materialele deja preparate pentru substituirea osului din raportul 0,1...1,0 g de extract la 100 g de
material osteogen. Dupd amestecarea componentelor materialul obtinut trebuie reamestecat minutios. in caz
de necesitate inainte de amestecarea componentelor in materialul osteogen se adauga substante fiziologic
active: factorul de crestere trombocitar (PDGF), factorul de crestere transformator Bl (TGF- Bl) si
proteinele izolate din os, precum si combinatia lor.

in timpul efectudirii interventiei chirurgicale materialul obtinut se transplanteazi in regiunea defectului.
Celulele cu receptori la factorii de crestere, celulele tronculare in special, se afld in spatiul perivascular,
dupad cum presupun si alti autori. In interiorul osului aceste celule sunt reprezentate de osteoblaste. In
preosteoblaste, care, dupd cum se stie sunt activate de PDGF si TGF- fine, celulele tronculare sunt uniform
dispersate in maduva osoasd. Materialul pentru transplantare, de exemplu osul spongios, se amplaseaza in
defectul osos la sinuslifting sau la defectul vast al maxilarului inferior, sau la oricare alt defect, umplut cu
cheag de singe. Regiunea defectului de plagd se caracterizeazd prin presiunea joasd a oxigenului
(pO,=5...10 mm Hg), acidozi (pH=4...6) si contine trombocite, leucocite, eritrocite, fibrind, precum si
osteocite, osteoblaste si celule tronculare, care migreazd in cheagul de sdnge din tesutul osos adiacent.
Celulele tronculare constituie sursa de regenerare, cu toate acestea ele sunt intr-o concentratie foarte mica
(la o persoand de 50 de ani aproximativ 1 celuld tronculara la 400 mii de celule diferentiate). Regenerarea
osoasd se incepe din momentul actiunii PDGF §i TGF- 1 asupra osteoblastelor, preosteoblastelor si
celulelor tronculare. PDGF si TGE- B1 deja sunt in materialul osteogen propus, si se elibereazi in timpul
degranularii trombocitelor. PDGF stimuleaza mitoza celulelor tronculare si a osteoblastelor, care se afla in
regiunea grefei osoase, sporind numadrul lor cu citeva ordine. De asemenea, el stimuleazd angiogeneza
(infiltrarea vaselor in regiunea interventiei) datoritd stimuldrii mitozei endoteliului vaselor. TGF- Pl
activeaza fibroblastele, stimuleazi mitoza si diferentierea predecesorilor osteoblastelor. Secretia continud a
TGEF- B1 stimuleazi sinteza matricei osoase de citre osteoblaste si a matricei colagene de catre fibroblaste,
gratie cdreia se creeaza suportul pentru vasele infiltrate. Substantele biologic active, continute in extractul
biomasei cianobacteriei Spirulina platensis, contribuie esential la sporirea activitatii celulare si stimuleaza
toate procesele sus-mentionate, favorizand resorbtia rapidd a materialului osos cu substituirea lui cu osul
propriu. Vasele infiltrate pot fi depistate in regiunea interventiei deja la a 3-a zi, iar vascularizarea completd
se produce la 12...15 zile. Perioada influentei nemijlocite a factorilor de crestere asupra regenerdrii
constituie 5 zile. Mentinerea activitatii regenerarii mai sus de acest termen se asigurd prin doud mecanisme.
Primul — transformarea celulelor tronculare in osteoblaste, care singure sintetizeazd TGF- 1. Al doilea,
mult mai puternic — chemotaxia in regiunea interventiei macrofagilor in timpul substituirii lor cu trombo-
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citele, ca sursi a factorilor de crestere. In a treia zi, anume microfagii devin sursa principald a factorilor de
crestere. Chemoatractant pentru macrofagi este PDGF. Mai mult decat atat, ei se deplaseazi pe gradientul
de presiune al oxigenului mai mult de 20 mm Hg. Presiunea oxigenului in tesuturile sinitoase constituie
45...55 mm Hg, iar in regiunea interventiei doar 5...10 mm Hg. Astfel, gradientul de presiune al oxigenului
dintre regiunea interventiei si tesuturile adiacente constituie 30...40 mm Hg. Pe mésurd ce influenta PDGF
se reduce, influenta factorilor de crestere macrofagici si a factorilor de crestere a vaselor sporeste. Totusi,
actiunea factorilor de crestere macrofagici si a factorilor de crestere a vaselor poate fi identicd cu PDGF,
doar ca ei se utilizeazd nu prin trombocite, ¢i prin macrofagi. Celulele tronculare sintetizeazd TGF- B1 si
stimuleaza astfel activitatea sa proprie. Peste 4 saptimani regiunea interventiei se dovedeste a fi revascu-
larizatd complet, iar gradientul de presiune al oxigenului, necesar pentru mentinerea activitatii macrofagilor,
dispare. Macrofagii pardsesc aceastd regiune, deoarece osul, desi nematur incd, singur poate mentine
procesul continuu de regenerare. Astfel, a fost demonstrat cd amestecarea extractului uscat din biomasa
cianobacteriei Spirulina platensis si a factorilor de crestere cu materialul osos permite de a obtine un
rezultat cantitativ si calitativ. Formarea osului matur cu sistemul canalelor Havers include participarea
grupei a treia de factori de crestere, si anume proteina morfogeneticd osoasd. Pe masurd ce osteoblastele
formeaza si mineralizeazi matricea osoasd, in ultima se depune proteina morfogeneticd osoasd. Aceastd
proteind rezistentd la acizi se elibereaza la resorbtia osului de cétre osteoblaste in decursul procesului de
remodelare normald a osului. Procesul dat se produce si in osul matur cu o vitezd de 0,7% din volumul
osului pe zi, dar in osul care se matureazi in regiunea interventiei el se produce mai intensiv — de la 5 pana
la 8% pe zi. Datoritd PMO procesele de sintezd si resorbtie a tesutului osos sunt strans legate intre ele.
Aceastd proteind stimuleaza mitoza si diferentierea celulelor tronculare, adiacente cu sectorul resorbtiei, in
osteoblastele functionale, care secretd matricea osoasi.

Astfel, procesul de formare a osului in regiunea interventiei se finiseazi si trece intr-un ciclu de resor-
btie si remodelare a osului matur care se mentine de la sine.

Exemple de realizare a inventiei.

A fost experimentat materialul revendicat la 15 iepuri, care au fost divizati in 3 grupe:

a) de control (5 iep.);

b) prima experimentald (5 iep.) cu material osteogen si extract uscat din biomasa cianobacteriei
Spirulina platensis;

¢) a doua experimentald (Siep.) cu material osteogen, extract uscat din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis si substante fiziologic active.

A fost efectuati operatia de augmentare in regiunea corpului maxilarului inferior.

La grupa de control operatia a fost efectuatd cu utilizarea tesutului osos spongios degresat si liofilizat
tratat (Bio-OSS) cu addugarea masei trombocitare.

La prima grupd experimentald operatia a fost efectuatd cu utilizarea tesutului osos spongios degresat si
liofilizat tratat (Bio-OSS) cu addugarea extractului uscat din biomasa Spirulinei platensis 0,1...1,0%.

La a doua grupa experimentald operatia a fost efectuatd cu utilizarea tesutului osos spongios degresat si
liofilizat tratat (Bio-OSS) cu addugarea extractului uscat din biomasa Spirulinei platensis 0,1...1,0% si a
substantelor fiziologic active 0,01...0,50%.

La prima grupd experimentald defectul tesutului osos la primul iepure a fost substituit cu materialul
osteogen propus cu continut de extract uscat din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis egal cu 0,1%.
La al doilea iepure defectul tesutului osos a fost substituit cu materialul osteogen propus cu un continut de
extract uscat din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis egal cu 0,3%, iar la al treilea — cu un continut
de extract din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis egal cu 0,6%. Defectul tesutului osos la al patrulea
iepure a fost substituit cu materialul osteogen propus cu un continut de extract uscat din biomasa
cianobacteriei Spirulina platensis egal cu 0,8%, iar la al cincilea iepure — cu un continut de extract din
biomasa cianobacteriei Spirulina platensis egal cu 1,0%.

La a doua grupd experimentald s-a procedat ca si la prima grupd experimentald, dar cu addugarea
substantelor fiziologic active.

La aceastd grupd experimentald defectul tesutului osos la primul iepure a fost substituit cu materialul
osteogen propus cu un continut de extract uscat din biomasa cianobactetiei Spirufina platensis egal cu 0,1%
si de substante fiziologic active egal cu 0,01% . La al doilea iepure defectul tesutului osos a fost substituit
cu materialul osteogen propus cu un continut de extract uscat din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis
egal cu 0,4% si de substante fiziologic active egal cu 0,08%, iar la al treilea — cu un continut de extract din
biomasa cianobacteriei Spirulina platensis egal cu 0,6% si de substante fiziologic active egal cu 0,15%.
Defectul tesutului osos la al patrulea iepure a fost substituit cu materialul osteogen propus cu un continut de
extract uscat din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis egal cu 0,8% si de substante fiziologic active
egal cu 0,3%, iar la al cincilea iepure — cu un continut de extract uscat din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis egal cu 1,0 % si de substante fiziologic active egal cu 0,5%.

Experimentele au fost efectuate in scopul depistirii actiunii extractului uscat din biomasa Spirulinei
platensis 0,1...1,0% pentru prevenirea complicatiilor apdrute in perioada postoperatorie.
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fn grupa de control complicatii au aparut la 2 iepuri si vindecarea pligii postoperatorii s-a produs intr-
un termen mai indelungat.

S-a observat cd in prima grupd experimentald vindecarea plagii postoperatorii s-a produs mai rapid cu
1...2 zile, practic, fird complicatii.

fn a doua grupi experimentali vindecarea s-a produs mai rapid cu 2...3 zile, fiird complicatii.

(57) Revendiciri:

1. Material pentru osteoplastie pe baza materialului osteogen, caracterizat prin aceea ci suplimentar
include extract uscat din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis in urmatorul raport al componentelor,
% mas.:

material osteogen 99,0...99,9
extract uscat din biomasa
cianobacteriei Spirulina platensis 0,1...1,0.

2. Material, conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ca materialul osteogen este selectat din
grupa aloimplanturilor osului liofilizat demineralizat, aloimplanturilor osului liofilizat, osului xenogen,
alogen si autogen, hidroxilapatit, material de colagen-hidroxilapatit.

3. Material, conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ci in calitate de tulpind a cianobacteriei
Spirulina platensis se foloseste tulpina CNM-CB-02.

4. Material pentru osteoplastic pe baza materialului osteogen ce include un factor de crestere,
caracterizat prin aceea ¢i suplimentar include extract uscat din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis
in urmatorul raport al componentelor, % mas.:

material osteogen 98,5...99,8
extract uscat din biomasa 0,1...1,0
cianobacteriei Spirulina platensis

factor de crestere 0,01...0,50.

5. Material, conform revendicérii 4, caracterizat prin aceea ci materialul osteogen este selectat din
grupa aloimplanturilor osului liofilizat demineralizat, aloimplanturilor osului liofilizat, osului xenogen,
alogen si autogen, hidroxilapatit, material de colagen-hidroxilapatit.

6. Material, conform revendicdrii 4, caracterizat prin aceea ci factorul de crestere este selectat din
grupa constituitd din factorul de crestere trombocitar (PDGF), factorul de crestere transformator 1 (TGE-
1) si proteinele izolate din os, precum si combinatia lor.

7. Material, conform revendicarii 4, caracterizat prin aceea ca in calitate de tulpind a cianobacteriei
Spirulina platensis se foloseste tulpina CNM-CB-02.
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Categoria* | Date de identificare ale documentelor citate si indicarea | Numdrul revendicarii
pasajelor pertinente vizate

A SU 990193 A, 28.01.1983 1

A RU 2033143 C1, 20.04.1995 1

A RU 2062622 C1, 27.06.1996 1

A SU 831121 A, 23.05.1981 1

A US 5947893 A, 07.09.1999 1

A US 4882149 A, 21.11.1989 1

A WO 9600592 A2, 11.01.1996 1

A EA 000309B1 29.04.1999 1

A EA200000819A1 26.02.2001 1

A MD 566 C2 31.01.1997 1

] Documentele urmitoare sunt indicatein | [ |  Informatia referitoare la brevete paralele se

continuare a rubricii 11 anexeaza

* categoriile speciale ale documentelor P - document publicat Tnainte de data de depozit dar dupa

consultate: data prioritétii invocate

A - document care defineste stadiul anterior T - document publicat dupa data de depozit sau a

general prioritatii invocate, care nu apartine stadiului pertinent al

tehnicii, dar care este citat pentru a pune in evidenta
principiul sau teoria care contine baza inventiei

E - document anterior dar publicat ladata de | X - document de relevantd deosebitd: inventia revendicatd
depozit national reglementar sau dupd aceasta | nu poate fi consideratd noua sau implicand activitate

data inventiva
L - document care poate pune in discutie data | Y - document de relevantd deosebitd: inventia revendicatd
prioritdtii invocate, poate contribui la nu poate fi consideratd ca implicand activitate inventiva

determinarea datei publicarii altor divulgéri sau | cand documentul este asociat cu unul sau mai multe alte
pentru un motiv expres ( se va indica motivul) | documente de aceiagi naturd, aceasta combinatie fiind
evidentd pentru o persoand de specialitate

O - document referitor la o divulgare orald, un | & - document care face parte din aceiagi familie de
act de folosire, la o expunere sau orice altd documente
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