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SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

SCOPUL tezei este studierea conditiilor de obtinere a unui material compozit
adecvat protezarii si regenerarii osoase, cu aplicatie imediata in ortopedie si

stomatologie. Materialul compozit trebuie sa satisfaca urmatoarele conditii :

sa se bazeze pe hidroxiapatita si bisfosfonatj;

hidroxiapatita (HA) sintetizata sa aiba o structura mai afanata, apropiata de
cea din oasele umane;

sa contina pe suprafata HA, in forma absorbita sau legata, o cantitate de BP
care sa stimuleze la nivel local activitatea osteoblastelor si sa o inhibe pe
cea a osteoclastelor.

In vederea obtinerii mezostructurii dorite s-a optat pentru sinteza HA in medii

fluide biomimetice cu tesut colagenic. Prin efectul template, matricea mediului de
reactie va determina formarea cristalitelor de HA cu orientare anizotropa, simulénd

orientarea naturala pe matricea de colagen.

Pentru componenta bisfosfonica s-a ales alendronatul de sodiu (ALE). Prin
depunerea pe HA se estimeaza o actiune biologica locala asupra echilibrului
osteogeneza/osteoresorbtie, fard o raspandire semnificativa a ALE in intreg

organismul, situatie generatoare de efecte secundare neplacute (v. cap 2).

ALE a fost studiat si sub aspectul stabilitatii si compatibilitatii cu excipienti
uzuali in formularile solide. Pentru comparatie s-au studiat aceleasi aspecte in cazul
risedronatului de sodiu (Rise), pentru a observa efectul heterociclului.

OBIECTIVELE TEZEI sunt:

Obtinerea si caracterizarea unor hidroxiapatite cu biomimetism inalt fata de
matricea colagenica;

Cautarea unei metode rapide de caracterizate/identificare a
hidroxiapatitelor biogenetice;

Studierea stabilitatii alendronatului de sodiu si a interactiilor acestuia cu
excipientii folositi la formularile solide;

Obtinerea si caracterizarea unor compozite de hidraoxiapatita finalt
biomimetica cu alendronat fixat pe suprafata.

Compararea comportarii termice a alendronatului cu cea a risedronatului.



Etapele realizarii acestor obiective sunt urmatoarele:

Sinteza de HA in fluide biomometice;

Caracterizarea HA,;

Studiul stabilitatii termice a ALE;

Studiul interactiilor ALE cu excipienti folositi in formularile solide;

Obtinerea compozitelor HA/ALE si caracterizarea acestora.

o g s N =

Studiul comportarii termice a Rise in comparetie cu ALE.

Aceste obiective pot fi atinse in diferite etape, prezentate in succesiunea lor
logica in Tabelul 3.1 impreuna cu activitatile asociate fiecarei etape.

Tabelul 3.1. Defalcarea pe etape si activitati a obiectivelor

Obiective

(Denumirea obiectivului) SEITEEEE AR

1.1.prepararea fluidelor biomimetice

1.Sinteza de HA 1in fluide

biomimetice 1.2.precipitarea precursorilor de HA in camp de ultrasunete

1.3.studiul tratamentului termic al precursorilor

2.1.analiza cristalografica prin RX

2.2.analiza in infrarosu

2.3.analiza texturii prin SEM, EDAX
2.4 caracterizarea mezostructurii prin adsorbtie
2.5.publicarea rezultatelor

2.Caracterizarea HA

3.1.analiza termica in regim neizoterm
3.2.analiza cinetica a termooxidarii
3.3.publicarea datelor

3.Studiul stabilitatii termice a ALE
si a Rise

4.1.obtinerea datelor termoanalitice pentru excipienti
4.2.analiza termica a amestecurilor binare BP/excip.
4.3.analiza termica a FOSAMAX

4.4 publicarea concluziilor

4. Studiul interactiilor ALE si Rise
cu excipienti folositi in formularile
solide

5.1.depunerea ALE din solutii apoase in cdmp de microunde
5.2.verificarea depunerii
5.3.depunerea documentatiei pentru obtinerea proprietatii intelectuale

5. Obtinerea compozitelor HA/ALE
si caracterizarea acestora

Arborele de decizie corespunzator este prezentat in Fig. 3.1.
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Figura 3.1. Arborele de decizie folosit in cadrul tezei.

Noutatea in teza este insasi ideea de a depune/fixa BP pe HA sintetizata intr-o
matrice biomimetica.

Complexitatea obiectivelor rezulta din urmatoarele:

- folosirea unor tehnologii neconventionale pentru sinteza HA (cadmp de
ultrasunete), respectiv depunerea BP (camp de microunde), tehnologii care necesita
aparatura dedicata si expertiza specifica;

- caracterizarea HA, ALE, Rise si a materialelor obtinute prin tehnici
instrumentale la randul lor complexe (RX, EDAX, FTIR);

- utilizarea extinsa a analizei termice in regim neizoterm, a detectiei gazelor
degajate si a analizei cinetice, metode a caror aplicare in domeniul substantelor cu
actiune biologica este intens promovata de scoala timisoreana (Universitatea de Vest
si UMF). Tehnica si baza teoretica sunt la randul lor complexe si necesita o expertiza
aparte.



Scopul tezei se redefineste prin cele trei obiective prezentate in ordinea logica
de abordare: intéi sinteza si caracterizarea probelor de HA; separat si nu neaparat
concomitent, studierea stabiltatii ALE si Rise ca substante pure si ca amestecuri cu
diferiti excipienti; in final, obtinerea si caracterizarea probelor de compozit.

Stabilirea ca obiectiv aparte a studiului stabiltatii ALE, respectiv Rise, si a
excipientilor, a fost necesar pentru a obtine datele necesare formularii compozitelor,
date referitoare la farmacologia compusului, dar si pentru a acoperi un gol in literatura
de specialitate.

REZULTATE Sl DISCUTII

5.1.

In cadrul lucrarilor prezentate in teza s-a incercat sinteza hidroxiapatitei intr-o
matrice de polimer, folosind efectul template. Ideea a fost ca, promovand din faza de
cristalizare conformatii care sa favorizeze recunoasterea si/sau fixarea proteinelor din
fluidul biologic, sa se mareasca gradul de biomimetism al compusului anorganic.

Reactia de sinteza este redata de ecuatia 4.1

10<pH<12
10Ca[NO3],+6[NH.],HPO,+2NH,OH
-20NH,NO;

Cao[PO4]6[OH]:>

Rapoartele de sinteza sunt prezentate in Tab. 5.1., iar desfasurarea sintezei
este redata in Fig. 4.1.

Tabelul 5.1 Rapoartele de sinteza ale probelor de HA

Rapoartele de sinteza
Simbolul Tipul de HA Atomic gelatind/fosfat | pectind/gelatina
CalP g/mol 9/g
HAst standard 1,67 0 0
HADb1 biomimetic 1, 67 16, 66 0
HAb2 biomimetic 1,67 16, 66 111
HAb3 biomimetic 1,67 16, 66 1:2

Figura 4.1 Schema bloc de sinteza a HA biomimetice
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S-a constatat ca adaosul de gelatina (polipeptid) la sinteza hidroxiapatitei
confera acesteia un biomimetism inalt, prin aceea ca determina formarea de cristale

aciculare a caror orientare este influentata de conformatia biopolimerului (v. Fig. 5.7).

a) b)
Figura 5.7. Imaginile SEM dupa sinterizare pentru: a) HAb2; b) HAb3.



Adaosul

de pectina (polizaharid) potenteazd formarea de cristale

nanodimensionale. Dar un adaos mare de pectina determina o viteza ridicata de

termooxidare a matricii organice (la faza de sinterizare), ceea ce are drept consecinta
colapsul conformatiei componentei anorganice. in consecintd, pentru obtinerea
compozitului se retine ca substrat produsul HAb3.

5.2.
S-a elaborat o metoda rapida pentru identificarea si compararea materialelor

de tip hidroxiapatita. Metoda se bazeaza pe interpretarea curbelor Heat Flow ale unui
amestec de hidroxiapatita si reactiv (Precise Path/Giese Diagnostic Roma). Dupa cum
se poate observa in Fig. 5.19,
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Figura 5.19. Curbele Heat Flow si TG pentru probele $1B1, S1B2 si S1C.
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semnalele HF constitue amprentele probelor, fiind astfel utile pentru identificarea
hidroxiapatitelor. Prezenta semnalelor HF in acelasi interval de temperatura confirma
ca hidroxiapatita biomimetica sintetizata, B2, are o mezostructura similara cu doua
hidroxiapatite biogene, B1 si C.



5.3.
Alendronatul de sodiu trihidrat, ALE (v. Schema 5.1), a fost studiat

O O
HO_| |_ONa
FL ,’::OH

HaN O

¢ SHQO

Schema 5.1. Alendronatul de sodiu trihidrat

sub aspectul stabilitatii, find primul candidat pentru realizarea compozitului, datorita
celor doua proprietati esentiale:
- similitudinea structurala intre gruparile fosfonice si ionii de fosfat din
hidroxiapatita;
- activitatea biologica a radicalului organic de inhibare a formarii osteocitelor.

La data aparitiei articolului (2016) a fost prima lucrare cu acest subiect.
Mecanismul de degradare propus (v. Fig. 5.22) a contrazis

0

| i

-+
Ae~~PT0 + NH;—CH, A~ —>/\/\/\/P—O_CH2/\/\/\/ + NH,

OH OH

Figura 5.22. Mecanismul de deaminare

parerea acceptata pana atunci. De asemenea s-a subliniat ca etapa de deshidratare
poate aduce modificari in actiunea biologica.

Datele cantitative privind stabilitatea ALE au fost obtinute printr-o analiza
cinetica detaliata.

5.4.

Prin analiza termica in conditii neizoterme s-au studiat eventualele interactii
induse termic intre ALE si diferiti excipienti ce pot fi folositi la personalizarea
formularilor solide. Celuloza microcristalind, amidonul si gelatina nu interactioneaza
cu ALE; maltoza si stearatul de magneziu au stabilitate termica redusa, se
degradeaza sub temperatura de siguranta a ALE, de aceea se recomanda evitarea
folosirii acestora in formularile solide contindnd alendronat.
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S-a studiat si produsul comercial FOSAMAX, constatandu-se ca procesele de
degradare care interfera cu cele ale alendronatului sunt darorate lactozei din
amestecul de excipienti (v. Fig. 5.31).
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Figura 5.31. Termograma medicamentului FOSAMAX la viteza de incilzire =10°C/min

5.5.

S-a obtinut un compozit (sub forma unui material pulverulent) printr-o depunere
controlatd a alendronatului de sodiu pe suprafata hidroxiapatitei. Controlul depunerii
s-a realizat prin tehnici spectroscopice (de ex. prezenta azotului aminei primare in
spectrul EDX), iar -cantitatea depusa, 22% masa, s-a determinat prin
termogravimetrie.

Figura 5.32. Spectrul EDX al compozitului.
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Avantajele compozitului:

- hidroxiapatita a fost sintetizata intr-o matrice de polimeri care ii ofera un
biomimetism Tnalt;

- alendronatul de sodiu inhiba actiunea osteoresorbtiva a osteoclastelor;

- actiunea biologica se manifestd doar in zona interventiei chirurgicale,
evitdndu-se raspandirea ALE in restul organismului, in acest fel limitand,
sau chiar eliminand efectele secundare ale acestuia.

5.6.

Risedronatul de sodiu (v. Schema 5.2), cu o activitate biologica de zece ori mai
mare decat a ALE, este un candidat de perspectiva atat pentru obtinerea de
compozite bioactive, céat si pentru formulari solide personalizate.

Ma+
_ i) :
I --__{:} -
.D - -\-\- - -
T, 0 -
‘ o
“ =N

Schema 5.2. Structura Risedronatului de sodiu

Risedronatul de sodiu prezinta o stabilitate termica inferioara alendronatului de
sodiu. Datele termoanalitice si analiza cinetica au confirmat o suitda de procese
complexe de degradare (Tab. 5.7).

Tabelul 5.7. Datele termoanalitice pentru Rise la 10°C/min

Pierderea de masa Masa moleculara
. < . . Intervalul de
Etapa experimental calculata cf. pierderii <
0 s temperatura, °C
(%) de masa
I 5.6 17 --85
Il 4.0 12.2 144-167
1l 2.0 6 179-218
\ 3.38 10.3 220-255
V 6.3 19.2 255-264
VI 2 6 Over 380
Total 23.28 71

12




Dintre excipientii studiati s-a constatat ca celuloza microcristalina si amidonul
nu influenteaza stabilitatea risedronatului, insd manitolul si stearatul de magneziu o
inrautatesc semnificativ. Tinand seama ca Rise ca atare are o stabilitate mediocra, se
recomanda ca pentru formularile solide sa se recurga la stabilizarea prin caserarea cu
polimeri biocompatibili.

CONCLUZII FINALE

1. Scopul tezei a fost obtinerea unui material compozit de tip hidroxiapatita cu
utilizare in regenerarea crestei osoase, ca faza premergatoare implantului
dentar.

2. Noutatea adusa de teza este realizarea acestui material in conditii cat mai
asemanatoare cu produsul natural de sinteza osoasa. Astfel, procesul de
sinteza are loc in prezenta unei matrici proteice si in conditiile utilizarii unor
agenti de fixare de tip bisfosfonat. Tn acest fel, procesul de adaptare a tesutului
osos la noul material de regenerare este scurtat si eficientizat.

3. In realizarea obiectivelor tezei s-au folosit o serie de tehnologii si metode
moderne si complexe, cum ar fi: spectrometria in infrarosu cu transformata
Fourier, reflexia totala atenuata, difractia de raze X, imagistica electronica,
analiza termica.

4. Sinteza neconventionald a hidroxiapatitei, prezentata in teza, foloseste ca
unica sursa de energie, atat pentru incalzire cat si pentru agitare, un camp de
ultrasunete si aplica efectul template pentru orientarea cristalitelor in procesul
de sinteza/precipitare. Matricea necesara a fost asigurata de solutii de gelatina
si gelatind/pectind. Gelatina are rolul de a mima fragmente din conformatia
colagenului, iar pectina, de a modifica echilibrul hidrofil/hidrofob la interfetele
de crestere a cristalelor.

5. Rezultatele tezei au constat in obtinerea unui nou material pentru regenerarea
osoasa “ Hidroxiapatita biomimetica”, material comparabil cu tesut osos biogen,
prin urmare cu biocompatibilitate si eficientd ridicate la osteointegrarea
componentelor anorganice ale osului.
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6. De asemenea, rezultatele obtinute au fost publicate in 3 articole, a caror suma
a factorilor de impact ISI Thompson este 5,860.

7. Verificarea eficientei materialului obtinut s-a facut comparativ cu tesut osos de
referintd, prin metoda fixarii proteinelor din ser control de referinta.
Experimentele au aratat ca noul material fixeaza proteinele, calitativ si
cantitativ, similar cu un tesut osos biogen.

8. S-au demonstrat avantajele folosirii tehnicilor instrumentale in fazele
non-clinice ale dezvoltarii unor medicamente sau materiale bioactive. Trebuie
mentionata in mod deosebit analiza termica pentru versatilitatea acesteia la
studiul formularilor solide care pot fi promovate intr-o etapa avansata a studiilor
non-clinice.

9. In paralel cu dezvoltarea materialului “Hidroxiapatitd biomimetica” s-au studiat
si posibilii excipienti necesari in cazul formularilor solide cu bisfosfonati,
precizdndu-se o formula stabila ce contine urmatorii excipienti: silica, amidon,
microceluloza cristalina si gelatind; manitolul si stearatul de magneziu nu sunt
recomandati in acest caz.

10.Rezultatele obtinute in cadrul tezei “Noi compusi bioactivi in procesul de
osteogeneza” deschide posibilitatea personalizarii materialelor utilizate in
procesele biologice prin simularea proceselor naturale in sinteza acestora.
Astfel hidroxiapatita clasica, care obliga tesutul osos sa se adapteze intr-o
forma nefiziologica, a fost inlocuita cu o hidroxiapatita structurata de la inceput
pe o matrice proteica, urmand ca integrarea acestei hidroxiapatite in matricea
colagenica osoasa sa decurga firesc si usor.

CONTRIBUTII PROPRII

1. S-a obtinut un produs nou pe baza unei metode inovatoare de sintezd umeda a
hidroxiapatitei in prezenta unei matrici proteice, urmatd de depunerea
controlata a unui bisfosfonat.

2. S-a elaborat un studiu asupra hidroxiapatitei ca material de protezare
ortopedica si stomatologica. De asemenea s-a trecut in revista literatura
despre bisfosfonati ca substante care intervin direct in echilibrul
osteoblaste-osteoclaste.
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. S-a formulat ideea de a realiza un compozit avad ca baza o hidroxiapatita cu
grad inalt de biomimetism, pe care sa se depuna alendronat de sodiu, astfel ca
acesta sa-si manifeste activitatea biologica in zona protezarii, fara ca efectele
secundare sa se manifeste in restul organismului.

. S-au efectuat mai multe sinteze de hidroxiapatitd in conditii neconventionale:
aportul de energie necesar incalzirii si agitarii s-a realizat de la o sursa de
ultrasunete, iar mezostructura apropiata de hidroxiapatita biogena s-a asigurat
prin efectul template al gelatinei si pectinei.

. Prelucrarea datelor obtinute de la un ansamblu de tehnici instrumentale:
analiza termogravimetrica, difractia de raze X, spectrometria in IR, imagistica
SEM, spectrometria EDX. Interpretarea acestor date a permis dirijarea sintezei
spre un material cu structura si textura apropiate de cel biogen.

. S-a efectuat un studiu aprofundat asupra comportarii termice a alendronatului
de sodiu trihidrat, respectiv a risedronatului de sodiu. Coroborarea datelor TG
si HF a permis propunerea mecanismelor de reactie pentru cele doua etape de
degradare induse termic: dehidratarea, respectiv deaminarea. Prelucrarea
datelor TG si DTG a condus la o analiza cinetica detaliata a termodegradarii.

. Studiul comportarii termice a amestecurilor binare bisfosfonati-excipienti a
permis identificarea efectelor a peste sapte excipienti asupra stabilitatii
compusului bioactiv. Datele sunt esentiale pentru orientarea formularilor solide
in etapele non-clinice ale elaborarii medicamentelor.

. S-a studiat comportarea termica a medicamentului FOSAMAX si s-au
identificat interactiile substanta activa-excipient care afecteaza stabilitatea
alendronatului de sodiu trihidrat.

. S-au realizat mostre de compozit hidroxiapatita biomimetica-alendronat de
sodiu, utilizdnd o tehnologie neconventionala bazata pe microunde si pe
modificarea de polaritate a solventului la faza de depunere. Mostrele au fost
caracterizate fizico-chimic si pot fi avansate spre studii clinice pe animale.

10.S-a propus o metoda rapida pentru identificarea biocompatibilitatii materialelor

de tip hidroxiapatita, folosind tehnica analizei termice si un ser control element
uzual in laboratoarele clinice.
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