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PROCEDEU SI COMPOZITIE PENTRU OBTINEREA UNOR MATERIALE
PE BAZA DE EXOPOLIZAHARIDE CU POTENTIALE APLICATII
IN INGINERIA TISULARA A VALVELOR AORTICE

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui material sub forma de hidrogel, in
urma reactiei de reticulare chimicd a unor exopolizaharide bacteriene obtinute prin
fermentarea tulpinii lactice Weissella confusa ICMPP29 cu celuloza, in diverse compozitii, in
scopul utilizdrii lor in ingineria tisulard a valvelor aortice.

Este cunoscut faptul c& hidrogelurile sunt unele dintre cele mai promititoare materiale
polimerice, care au atras un interes larg in ultimele decenii, dat fiind posibilitatea acestora de
a fi proiectate intr-o multitudine de structuri tri-dimensionale (3D), cu proprietiti specifice si
cu o gama largd de aplicatii in diverse domenii, cum ar fi: medicind, farmacie, agricultura,
industria alimentard, purificarea apei, etc [L. H. Fu, C. Qi, M. G. Ma, P. Wan,
Multifunctional cellulose-based hydrogels for biomedical applications, J. Mater. Chem.
B, 7(10), 1541-1562, 2019].

Hidrogelurile sunt retele polimerice tri-dimensionale, caracterizate de o consistentd

moale, un grad de flexibilitate ridicat, si o capacitate de a se umfla si de a retine o cantitate
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substantiald de apd sau fluide biologice, fapt ce le oferd avantajul biocompatibilitatii cu
tesuturile vii si a asemanarii fizico-chimice cu matricea extracelulard (MEC). Mai mult,
posibilitatea de a controla forma, dimensiunea, porozitatea si aspectele morfologice ale
matricelor 3D a permis depasirea multiplelor provocari din domeniul ingineriei tisulare, cum
ar fi vascularizarea si arhitectura tesuturilor, precum si cresterea concomitentd a mai multor
tipuri de celule pe substrat, migrarea si proliferarea celulard ulterioard. Datoritd acestor
proprietdti, materialele polimerice si-au gisit aplicatii ca sisteme pentru eliberarea controlata
de principii active, iar 1n ingineria proiectarii tesuturilor, ca matrici biodegradabile necesare
in orientarea cresterii celulare pentru regenerarea tisulard si in transplantarea de celule noi in
scopul inlocuirii celulelor distruse dintr-un tesut.

Se stie cd, in functie de natura polimerului constituent, hidrogelurile pot fi grupate in
hidrogeluri obtinute din polimeri naturali si cele realizate din polimeri sintetici. Hidrogelurile
pe baza de polimeri naturali prezintd proprietdti importante, cum ar fi: biocompatibilitate,
biodegradabilitate controlatd, proprietdti mecanice similare tesuturilor biologice, non-
toxicitate, etc. Aceste materiale 3D pot fi utilizate si clinic, datorita lipsei unui raspuns imun,
sporind astfel performanta lor in sistemele biologice. Hidrogelurile pe bazi de biopolimeri
sunt utilizate frecvent in aplicatii de inginerie tisulard, pentru inlocuirea sau refacerea
tesuturilor umane moi sau dure, precum tesutul osos, cartilaginos, vascular, a meniscului,
tendonului, pielii, corneei, etc., deoarece acestea aduc avantaje particulare, cum ar fi
degradabilitatea ghidata a matricii si interactiunea celulara inerenta [S. D. Dutta, D. K. Patel,
K. T. Lim, Functional cellulose-based hydrogels as extracellular matrices for tissue
engineering, J. Biol. Eng., 13: 55, 1-19, 2019].
obtinere, de la fibrele izolate din plante pana la nanofibrilele produse de bacterii. Utilizarea
celulozei n realizarea hidrogelurilor aduce un plus de valoare acestora, prin caracteristicile
deosebite pe care le prezintd, cum ar fi biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, non-
toXicitatea, stabilitatea mecanicd si termicd, hidrofilicitatea si eficienta costurilor. In plus,
prin proceduri relativ simple de modificare chimica a celulozei se obtin derivati ai celulozei
cu functionalitati si proprietdti reglabile. Hidrogelurile pe bazi de celuloza sau derivati de
celulozd prezintd un potential mare pentru o paletd largad de aplicatii, de la materiale
inteligente si agriculturd, la sisteme de eliberare controlatd a medicamentelor si inginerie
tisulard. Realizarea unor structuri 3D hidrofile, cu costuri reduse, care asigurd integritatea
structurald a constructiilor tisulare, organizarea celulelor (adeziune, crestere si proliferare) si

directioneazd formarea structurii de ,,scaffold” doritd, au starnit un interes deosebit privind
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aplicarea acestora in regenerarea tisulari [L.H. Fu, C. Qi, M.G. Ma, P. Wan,

Multifunctional cellulose-based hydrogels for biomedical applications, J. Mater. Chem.

B, 7,1541-1562, 2019].

Se cunoaste faptul cd hidrogelurile pe baza de celulozd cu aplicatii in domeniul
farmaceutic si biomedical sunt descrise in diferite brevete, cum ar fi;

- US 5962005 - descrie procedeul de obtinere a unui hidrogel transparent, pe baza de
celulozd, utilizat ca materie primd a unui material oftalmologic, precum lentile de
contact, cristalin artificial, cornee artificiald, corp artificial vitros, etc. Metoda de
obtinere utilizatd este reticularea fizicd (reticulare realizatd in lipsa unui agent de
reticulare), care constd in coagularea si regenerarea celulozei in solutii apoase ce contin
un solvent organic de tipul: metanol, etanol, acetonitril, alcool izopropilic, acetond,
propanol sau tetrahidrofuran. Solutia apoasd de celulozi este obtinutd prin dizolvarea
xantatului (xantogenat) de celulozd in solutii apoase alcaline, sau a celulozei in solutii
cuproamoniacale, dimetil sulfoxid/paraformaldehida, dimetilformamidé/tetraoxid de
azot, dimetilformamida/ tricloroacetaldehidd sau N, N-dimetilacetamidi/clorura de litiu.
Brevetele US 2013/0032059 Al si US 9211256 B2 prezintd obtinerea unei clase de
hidrogeluri pe bazia de  celulozd, wurmidnd acelasi  procedeu de
dizolvare/coagulare/regenerare a celulozei, insd utilizand celuloza din diverse surse,
precum: (i) celuloza microbiand (microorganisme: Gluconacetobacter, Agrobacterium,
Rhizobium, Pseudomonas sau Alcaligenes) sau bacteriand, (ii) celuloza din plante
(celuloza chimicd din lemn, celuloza din bumbac, celulozd microcristalind) sau (iii)
derivati de celulozi: nitrat de celulozd (NC), acetat de celulozd (AC),
carboximetilcelulozd (CMC), metil celulozdi (MC), hidroxietil celulozd (HEC),
hidroxipropil celulozd (HPC), hidroxipropil metil celulozd (HPMC) sau o combinatie a
acestora. Hidrogelurile astfel obtinute prezintd un continut ridicat de apd, o transparenta,
o permeabilitate si o biocompatibilitate ridicatd, rezistentd mare la tractiune si o grosime
optimd, proprietafi care le fac deosebit de utile in aplicatii oftalmologice sau ca
pansamente in tratarea ranilor.

- US 2010/0233234 Al - se referd la un procedeu de obtinere a unui hidrogelul pe bazi de
celulozi, utilizdnd metoda de electrofilare. In acest caz, matricea 3D realizatd din fibre
cu dimensiuni micronice gi/sau nano, contine cel putin doi derivati de celuloza solubili in
apd, care sunt ulterior reticulati prin interactiuni ionice. Matricea astfel obtinuta

reprezintd un scaffold pentru sustinerea si promovarea regenerdrii si repardrii
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- US2011/0182957 A1 si US 9193948 B2 - inventiile se referd la realizarea de hidrogeluri
celulozice avdnd proprietdti fizico-chimice optimizate, care permit cresterea si
proliferarea celulard, astfel putdnd fi utilizate in repararea si/sau reconstructia
tesuturilor moi. Hidrogelurile obtinute prezintd in compozitia lor derivati de celuloza de
tipul: MC, HEC, CMC, metil hidroxietil celulozd (MHEC), metil hidroxipropil celuloza
(MHPC) si metil hidroxietil hidroxipropil celulozdi (MHEHPC) sau o combinatie a
acestora, iar reteaua tridimensionald se obtine prin procesul de fotopolimerizare.

- WO 2018/197946 Al - descrie procedeul de obtinere a unor hidrogelurilor bioadezive
utilizate ca materiale de etansare in multiple aplicatii, cum ar fi repararea si regenerarea
tesuturilor moi §i dure, in medicind dentarda si in cosmetice. Hidrogelurilor bioadezive
pot fi folosite pentru stimularea epitelizarii (inchiderea plagilor), la restaurarea structurii
dintilor si/sau a oaselor fracturate, aderarea dispozitivelor si aparatelor dentare si
imbundtatirea adeziunii produselor cosmetice la diverse parti a corpului. Acestea sunt
realizate prin reticularea chimicd (reticulare ce implicd utilizarea unui agent de
reticulare) a gelatinei, cu alginatul si fibrele de celuloza, in prezenta unui agent de
reticulare solubil in apd (carbodiimida), avind ca rezultat obtinerea unui hidrogel
bioadeziv compozit cu proprietiti fizice si mecanice superioare.

- WO 2019/217767 A1l - se referd la un procedeu de obtinere a unor materiale compozite
de tip nanofibre-hidrogeluri care restabilesc volumul pierdut al tesuturilor moi si
promoveaza regenerarea fesuturilor moi. Hidrogelul este realizat din (i) acid hialuronic
sau acid hialuronic functionalizat, sau din (ii) derivati de celuloza, cum ar fi: acetat de
celulozd, acetat de propionat de celulozd, acetat de butirat de celulozd, propionat de
celuloza, butirat de celulozd, diacetat de celuloza sau triacetat de celuloza, prin reticulare
chimicd sau prin fotopolimerizare. Nanostructurile/nanofibrele sunt obtinute prin
electrofilare, utilizdndu-se un material polimeric hidrofil, hidrofob sau amfifil, in functie
de aplicatia dorité.

- CN 110229351 A — prezinta procedeul de preparare a unor hidrogeluri ce contin fibre cu
proprietdti antibacteriene, realizat din derivati de celulozd (MC, HEC), suspensii
coloidale de nanoparticule de dioxid de siliciu (SiO;) absorbite selectiv si
Ciprofloxacind, ca agent antibacterian. Aceste hidrogeluri pot fi utilizate fie ca
pansamente regenerative pentru tratarea ranilor sau in igiena plagilor.

Se cunoaste faptul ca brevetele US 2015/0122687 A1l si US 2017/0354765 A1l prezinta
diferite procedee de obtinere a unor proteze valvulari artificiale ce contin hidrogeluri pe baza
de celulozi. Astfel, in brevetul US 2015/0122687 Al, proteza valvulard artificiald este

-
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realizatd dintr-o valva biologicd modificata, cuplatd cu o structurd polimericd ajustabila si
protejatd de un ambalaj dublu steril. Valvele biologice sunt astfel tratate incat sa permita
depozitarea uscatd a acestora, fard a necesita utilizarea unor solutii de stocare. Structura
ajustabild poate fi un hidrogel care se umfla si se extinde in prezenta unei solutii saline sau a
sangelui, realizat din derivati de celulozd (CMC, HEC sau HPMC) sau din diferiti polimeri
sintetici: poli(oxid de etilend), poli(2-hidroxietil metacrilat), poli(alcool vinilic),
poliacrilamidd, polivinilpirolidona, etc. Brevetul US 2017/0354765 Al prezintd o proteza
valvulard artificiald realizatd dintr-un stent de sustinere, un element de valva cardiaca si o
cdmasd polimericd. Camasa polimerici este formatd din celuloza bacteriand functionalizatd,
ce prezintd o capacitate mai mare de umflare decét celuloza bacteriana netratata.

Exopolizaharidele bacteriene (EPZ), polimeri naturali extracelulari, sunt produse si
secretate de microorganisme de origine microbiand (bacterii si fungi), care prezintd o mare
varietate de combinatii structurale, ce le influenteazd proprietdtile lor unice. Productia
microbiand prezintd mai multe avantaje fatd de produsele obtinute din plante sau din alge,
cum ar fi utilizarea unor parametrii de productie bine-definiti §i reproductibili, care permit
evitarea influentei conditiilor de mediu asupra structurii ulterioare a EPZ, cét si obtinerea
unei calitdti ridicate a produsului final. Biocompatibilitatea inerentd si natura aparent non-
toxicd a EPZ a determinat utilizarea acestora in numeroase aplicatii medicale cum ar fi,
scaffold-uri in ingineria tisulard, sisteme de eliberare controlati de medicamente,
pansamente, precum §i ca agenti antioxidanti si antibiofilm, agenti antitumorali si
anticarcinogeni, facandu-le astfel mult mai atractive comparativ cu polizaharidele obtinute
din plante si alge [M. Moscovici, Present and future medical applications of microbial
exopolysaccharides, Front. Microbiol., 6:1012, 1-11, 2015].

Dintre polizaharidele cu origine bacteriand, dextranul este cea mai importantd forma,
produsi la nivel industrial de bacterii lactice din genul Leuconostoc si utilizat pe scard largd

.....

in aplicatii biomedicale datoritd biocompatibilitatii sale, a toxicitatii scazute si a costului de
obtinere relativ scazut. Acest biopolimer a fost utilizat clinic timp de mai bine de cinci
decenii ca substituent de plasma ce creste volumul plasmatic (plasma expander), ameliorator
al fluxului periferic, agent antitrombolitic si pentru Iimbundtatirea proprietétilor reologice, de
exemplu, in cazul lacrimilor artificiale [G. Sun, J. J Mao, Engineering dextran-based
scaffolds for drug delivery and tissue repair, Nanomedicine (Lond), 7(11), 1771-1784,
2012]. in zilele noastre, aplicatiile si utilizarea dextranului depasesc cu mult utilizarea initiala
ca transportor de molecule sau sistem de eliberare controlata a médicamentelor, fiind utilizat

pentru a promova neovascularizarea si regenerarea pielii in arsurile de gradul III.
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Conform inventiei EP 1184032 A1, dextranul sau diversi derivati ai dextranului au
fost utilizati in obtinerea de hidrogeluri cu aplicatii farmaceutice, medicale si biotehnologice,
ca de ex. ca sisteme de eliberare controlatd a principiilor active in aplicatii in vivo si in vitro.
Metoda constd in cristalizarea dextranului sau a unui derivat al dextranului, cu o greutate
moleculard medie (Mw) de 2000 - 18000 Da, din solutia de dextran sau a derivatului acestuia.
Cand dextranul cristalizeazd din solutie, initial se formeaza mici cristale, care ulterior cresc,
cuprinzand apa in matricea formatd si ducdnd in final la solidificarea sau gelifierea solutiei.
Ulterior, se formeaza un precipitat sub forma de hidrogel. Se considera ca hidrogelurile sunt
formate din domenii cristaline mici care actioneazd ca legituri de reticulare fizicd intre
domeniile amorfe si contribuie astfel considerabil la stabilitatea hidrogelului.

Brevetul US 2004/0185086 A1 se referd la un procedeu de obtinere a unui hidrogel
realizat din derivati de dextran (acrylyol-dex) si derivati ai acidului hialuronic (acrylyol-
HyA), utilizati in diferite proportii si reticulati prin procesul de fotopolimerizare. Utilizarea
acestor hidrogeluri in aplicatiile medicale, includ prevenirea aderengelor chirurgicale,
eliberarea controlatd a medicamentelor, acoperirile tisulare, aderenta la fesuturi si la
structurile de sustinere a tesuturilor si acoperirea dispozitivelor medicale si a articolelor
conexe nainte de introducerea acestora in organismul pacientului. Un alt tip de hidrogel pe
baza de dextran realizat prin fotopolimerizare si utilizat in aplicatii medicale este prezentat in
brevetul WO 2010/083039 A9. Acesta este obtinut prin expunerea metacrilatului de dextran,
in mediu apos, la radiatii ultraviolete (UV) sau la lumina vizibila, in prezenta riboflavonei/L-
argininei sau riboflavonei/chitosanului pentru a determina fotoreticularea polizaharidului
substituit cu grupdri nesaturate. Brevetul US 2010/0285086 Al se referd la procedeul de
obtinere a unor hidrogeluri care imitd MEC si la utilizarea acestora ca suport tri-dimensional
pentru cresterea si proliferarea celulard (celule precursoare ale miocitelor, miocite cardiace,
fibroblaste, fibroblaste cardiace, condrocite, osteoblaste, celule endoteliale, celule epiteliale,
celule stem embrionare, celule neuronale, celule stem mezenchimale, etc). Hidrogelurile sunt
realizate din doud tipuri de dextran cu grade diferite de substitutie, reticulate prin
fotopolimerizare, a céror proprietdfi mecanice sunt controlate de compozitiile utilizate.

Brevetul US 2011/0076332 Al prezintd procedeul de obtinere a unui hidrogel
biodegradabil pe bazd de dextran si chitosan sau din formele modificate chimic a acestor
polizaharide. Compozitia hidrogelurilor este proiectatd in functie de proprietitile mecanice
dorite si de utilizarile ulterioare ale acestora. in general, un grad mai mare de modificare
chimicd, conduce la o densitate mai mare de legituri de reticulare si implicit la o gelifiere mai

rapidd. Hidrogelul astfel obtinut poate fi utilizat in ingineria tisulard pentru a restabili
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structura tesuturilor deteriorate sau ca matrice, pentru proliferarea celulard. Componentele
hidrogelului pot fi aplicate secvential prin spreiere sau prin imersiune si se gelifiaza spontan
la temperaturi fiziologice.

Brevetul US 8821933 B2 se referd la un procedeu de obtinere a unor hidrogeluri
reticulate chimic, in componenta cirora intrd dextran si poloxamer sau derivati ai acestora, cu
utilizéri In cosmetice §i aplicatii medicale. Hidrogelurile pot fi utilizate ca sisteme inteligente,
capabile si elibereze medicamente la schimbdri de temperaturd sau modificari ale pH-ului,
vehicul de livrare a citokinelor, proteinelor, factorilor de crestere, si a biomarkerilor, ca
pansament pentru vindecarea ranilor si arsurilor sau ca matrice pentru cresterea si
proliferarea celulelor stem.

Alte procedee de obtinere a unor hidrogelurilor pe bazi de dextran sau dextran
modificat chimic, reticulate prin metoda de reticulare chimicd si care prezintd aplicatii
biomedicale, sunt prezentate in brevetele CN 105111512 B, CN 104628885 B, CN
106039382 B, CN 109161036 A si WO 2019/210428.

In ideea de a beneficia de proprietitile remarcabile atdt ale celulozei, cat si a
exopolizaharidelor bacteriene (EPZ) s-a procedat la realizarea unui hidrogel bi-component
EPZ-celulozad. Exopolizaharida bacteriand utilizatd in acest studiu are structurd de dextran si a
fost obtinuta prin fermentatia tulpinii lactice Weissella confusa ICMPP29, izolata si purificata
din iaurt comercial in laboratoarele Institutului de Chimie Macromoleculari ,,Petru Poni”
(brevet RO A 2017/00694).

Se cunosc diverse procedee de obtinere a hidrogelurile pe baza de celulozi nativé sau
pe bazd de celulozd nativa-polimeri naturali/polimeri sintetici, care sunt prezentate in
brevetele RO 122780 B1 (hidrogel pe bazd de celulozad sau alomorfi ai celulozei), RO
123143 B1 (hidrogel pe bazd de celulozd-xantan), RO 126831 B1 (hidrogel pe bazd de
celulozé-condroitin sulfat) si RO 127173 B1 (hidrogel pe bazi de celulozi-lignind).

in urma studierii datelor de literaturd, s-a stabilit ¢ un dezavantaj in realizarea
hidrogelurilor pe baza de celulozi este procesul de dizolvare al celulozei, care se realizeazd in
cele mai multe cazuri cu solventi costisitori, care prezintd o toxicitate ridicatd si in conditii de
reactie dificile, cum ar fi temperaturd ridicatd. Chiar dacd procedeul de realizare a
hidrogelurilor pe baza de celulozi a fost imbunatitit prin utilizarea metodei de dizolvare a
celulozei in solutii apoase de NaOH, la temperaturi scdzute (-20 + -30 °C), totusi a rdmas
problema obtinerii unor hidrogeluri cu pori de dimensiuni uniforme si cu o distributie ingustd

a mérimii porilor, care in prezent este greu de controlat. Un alt dezavantaj al hidrogelurilor pe
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baz3 de celulozi este faptul ci acesta nu este degradat enzimatic in organismul uman, datoritd

lipsei enzimelor specifice (celulazelor).

Inventia de fatd oferd o solutie simpla pentru obtinerea unui hidrogel cu consistenti
moale, asemindtoare matricii extracelulare, cu posibilitatea controldrii dimensiunii si
distributiei porilor, parametru important pentru cresterea §i proliferarea celulard si cu o
rezistentd mecanicd, o stabilitatea dimensionald si o viabilitate celulard imbunatatita. In plus,
exopolizaharida bacteriand cu structurd de dextran (ICMPP29) utilizat4 in structura retelei 3D
a hidrogelului poate fi hidrolizatd enzimatic in prezenta dextranazei, enzimi care are
capacitatea de a hidroliza legaturile glicozidice si care se giseste in organismul uman.
Referitor la hidrogelurile pe bazd de dextran, acestea prezintd dezavantajul unei rezistente
mecanice mai scazute.

Problema tehnicd propusé spre rezolvare de prezenta cerere constd in obtinerea unui
hidrogel pe baz3 de exopolizaharidd bacteriand-celuloza, cu potentiale aplicatii in ingineria
tisulard a valvelor aortice. Hidrogelul realizat prezintd o morfologie controlatd, o rezistentd
mecanicd ridicatd si o capacitate [Jmbunatétitd de crestere a celulele valvulare endoteliale
(VEC) si a celulelor valvulare interstitiale (VIC).

Constituentii hidrogelului EPZ-celuloza sunt:

- celuloza microcristaling (C) - Avicel PH-101, Sigma-Aldrich;

- exopolizaharida bacteriand (EPZ) - care este obfinutd prin fermentarea unei tulpini de
bacterie lacticé, izolatd si purificata din iaurt comercial pe un mediu de culturd MRS agar
suplimentat cu 1% CaCOs; tulpina lacticd obtinuta si identificatd prin analize moleculare
ca fiind Weissella confusa ICMPP29, se cultiva in trei medii de cultura diferite: (i) mediu
de cultura standard Man Rogosa Sharpe (MRS), glucoza si fructoza dizolvate in apé bi-
distilata, (ii) MRS si sucroza dizolvate in apa bi-distilatd precum si (iii) MRS si sucroza,
ambele dizolvate in lapte UHT; mediile de cultura au fost incubate timp de 48 h la 33 °C,
fara controlul pH-ului, in conditii statice si dinamice (100 rpm), dupd care se supun
inactivarii enzimatice la 100 °C, pentru 15 minute. La final, dextranul obtinut se supune
extractiei si purificarii dupd care se usuca prin liofilizare.

Hidrogelul pe bazd de EPZ-celulozd, conform inventiei, constd in aceea cd este
constituit din 0...100% in greutate exopolizaharida bacteriand (EPZ) si 100...0% in greutate
celulozd (C), iar procedeul de obtinere, conform inventiei, consta in aceea ca 1 g amestec de
EPZ-celuloza, in diferite rapoarte gravimetrice, se dizolva intr-o solutie de 8% NaOH, la o

temperaturd de -29 °C, timp de 24 ore, dupd care peste amestecul de polimeri dizolvati se
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adaugd epiclorhidrind, la un raport molar R = 4 (R=nmol ECH/nmol AGU),

compozitiile rezultate se reticuleaza la o temperaturd de 85 °C, timp de 5 h, pentru ca apoi
gelurile obtinute s& se imerseze intr-o baie de non-solvent (apd) si sd se spele de mai multe
ori in vederea coaguldrii acestora si elimindrii produselor secundare de reactie, iar la final,
hidrogelurile obtinute se usucé prin doud metode: (i) metoda I - inghetare cu viteza lenta (la -
20 °C) si liofilizare ulterioara si (ii) metoda II - inghetare rapida, in azot lichid (la -196 °C) si
uscarea corespunzatoare prin liofilizare.

Hidrogelul pe bazd de exopolizaharidd bacteriand-celulozd, conform inventiei,
prezintd urmatoarele avantaje:

— prezinta o stabilitate dimensionald in timp, dupa mai multe cicluri de umflare/uscare,

— este biocompatibil si nu este toxic,

— are o rezistentd mecanicé buna, determinata de prezenta celulozei [in matrice,

— are o viabilitate celulari ridicata,

— prezenta exopolizaharidei bacteriene permite biodegradarea controlatd a matricii
polimerice in organismul uman.

In continuare sunt redate doud exemple de realizare a inventiei, cu referire si la datele
prezentate in Tabelul 1.

Exemplu 1. Se dizolva 1 g amestec de EPZ-celulozi, in diverse portii de 0...100% in
greutate exopolizaharida bacteriand (EPZ) si 100...0% in greutate celulozé (C), intr-o solutie
de 8% NaOH, la o temperaturd de -29 °C, timp de 24 ore, dupa care peste amestecul de
polimeri dizolvati se adaugd epiclorhidrind, la un raport molar R = 4, iar compozitiile
rezultate se reticuleazi la o temperaturd de 85 °C, timp de 5 h. In etapa urmatoare, gelurile
obtinute se imerseazd intr-o baie de non-solvent (apa) si se spald de mai multe ori in vederea
coaguldrii acestora si elimindrii produselor secundare de reactie, iar la final, hidrogelurile
obtinute se usucé prin metoda I - inghetare cu viteza lenta (la -20 °C) si la final, liofilizare.

Exemplu 2. Se dizolva 1 g amestec de EPZ-celuloza, in diverse portii de 0...100% in
greutate exopolizaharidd bacteriand (EPZ) si 100...0% in greutate celulozd (C), intr-o solutie
de 8% NaOH, la o temperaturad de -29 °C, timp de 24 ore, dupi care peste amestecul de
polimeri dizolvati se adaugd epiclorhidrind, la un raport molar R = 4, iar compozitiile
rezultate se reticuleaza la o temperaturd de 85 °C, timp de S h. In etapa urmaitoare, gelurile
obtinute se imerseaza intr-o baie de non-solvent (ap) si se spald de mai multe ori in vederea

coagularii acestora si elimindrii produselor secundare de reactie, iar la final, hidrogelurile
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obtinute se usuca prin metoda II - inghetare rapida, in azot lichid (la -196 °C) si uscare prin
liofilizare.
Gradul de umflare (Qmax) a hidrogelurilor EPZ-celulozd a fost determinat cu ajutorul
ecuatiei:

Qmax = [(m — mgy/my]-100 (%), ()
unde: mp — greutatea hidrogelului uscat (g); m — greutatea hidrogelului umflat (g).
Caracteristicile morfologice ale hidrogelurilor EPZ-celuloza au fost studiate prin microscopia
electronica de baleiaj (SEM) cu ajutorul unui microscop electronic de baleiaj Quanta 200
(FEI, Olanda).
Proliferarea celulard pe suporturile polimerice - Proliferarea celulelor valvulare endoteliale
umane (VEC) si a celulelor interstitiale (VIC) pe hidrogelurile EPZ-celuloza (CD-II) a fost
evaluatd folosind testul XTT, in prezenta a 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide, conform protocolului producatorului (Roche).
Pe scurt, hidrogelurile CD-II au fost tiiate cu o lama find dubla, in buciti mici (~ S mm % 5
mm x 1 mm) si introduse intr-o placd de culturd cu 96 de godeuri, sterilizate prin expunerea
la lumind UV (30 minute pentru fiecare parte), apoi hidratate peste noapte in mediu de cultura
(DMEM). A doua zi, hidrogelurile sau godeul de control (fard hidrogel) au fost cultivate cu
7500 celule/godeu timp de 48 de ore, in 10% DMEM. Dupa 48 de ore, DMEM a fost inlocuit
cu o solutie de lucru XTT (XTT amestecat cu un reactiv de cuplare a electronilor), urmat de o
incubare timp de 2-3 ore, la 37 °C. Dupa incubare, viabilitatea celulara a fost determinatd cu
ajutorul spectrometrului UV-VIS, prin masurarea absorbantei la 450 nm si la 660 nm. Au fost
realizate trei experimente diferite, iar datele au fost exprimate ca procente in raport cu
celulele de control.

Caracteristicile generale ale hidrogelurilor obtinute, si anume gradul de umflare,
randamentul de obtinere si mirimea medie a porilor, sunt prezentate in Tabelul 1.

Se observda o diferentd clard determinatd de metoda de uscare utilizatd, care este
reflectata atdt asupra gradului de umflare a hidrogelurilor EPZ-celuloz4, dar mai ales asupra
dimensiunii medii a porilor matricilor tri-dimensionale obtinute (Figura 1). Astfel, gradul
maxim de umflare al acestor hidrogeluri creste cu cresterea cantititii de EPZ din biomatrice,
ceea ce demonstreazd functionarea EPZ ca agent de expandare a structurii 3D a
hidrogelurilor, datorita capacitétii mari de umflare a acestui polizaharid. In ceea ce priveste

randamentul de obtinere a hidrogelurilor, acesta scade cu cresterea cantititii de EPZ din

matrice. %@0 ,M/ g
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Tabelul 1. Caracteristici ale hidrogelurilor EPZ-celuloza

Proba Compozitie, % Qmax, % n Dimensiunea medie
a porilor, pm
celuloza | EPZ I II I I [ 11
C 100 0 1875 2280 99,76 98,63 210,6 35,5
CD-1 75 25 2441 2718 96,18 97,16 140,4 44,4
CD-2 66 33 2436 3306 94,41 97,07 104,5 44,0
CD-3 50 50 2601 3620 93,44 88,15 102,2 41,6
CD-4 33 66 2714 4139 85,10 84,91 88,7 34,8
CD-5 25 75 2963 2668 76,61 80,80 71,7 27,1
D 0 100 3167 5013 68,55 65,60 26,8 14,7

Figura 1. Imagini SEM ale hidrogelurilor EPZ-celuloza obtinute prin tehnici de uscare

diferite (metoda I si metoda 1)

Microscopia electronicd de baleiaj (SEM) a fost utilizatd pentru a evalua
caracteristicile morfologice ale hidrogelurilor pe bazi de EPZ-celulozi, in ceea ce priveste
integritatea, aspectul, porozitatea si nivelul de consistentd. Morfologia hidrogelurilor
liofilizate a variat semnificativ cu compozitia acestora si cu metoda de uscare utilizatd, in
ceea ce priveste densitatea, dimensiunea si distributia porilor. Analiza micrografiilor SEM a
hidrogelurilor obtinute a indicat faptul ca matricile polimerice prezinta structuri de retea 3D,
sunt poroase, bine definite §i interconectate (Figura 1).

Structura morfologica a hidrogelurilor este o consecintd directd a tehnicii de uscare,
asa cum se poate observa in imaginile SEM corespunzitoare fiecdrui tip de material. Cand
operatia de inghetare se realizeaza in congelator (metoda I), formarea ghetii se desfagoara
intr-un ritm mai lent si genereazi cristale de dimensiuni mari, care se transforma in pori mari
de dimensiuni neregulate (seria CD-I). Procesul de inghetare de mare viteza efectuat in azot
lichid (metoda II) genereaza o organizare poroasd mai find si o scddere a dimensiunii porilor,
asa cum se poate observa in micrografiile seriei CD-II. In acest caz, analiza SEM a evidentiat

suprafete mai uniforme, extrem de poroase, cu pori bine definiti i mai omogeni. Aceste
11 7o &
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afirmatii sunt confirmate de datele obtinute pentru dimensiunea medie a porilor (Tabel 1),
cand se observa clar faptul cd metoda I de uscare a hidrogelurilor conduce la obtinerea unor
pori de dimensiuni mari, cu valori cuprinse intre 26,8 +~ 210,6 um, pentru ca in cazul utilizarii
metodei II, dimensiunea medie a porilor sd scadd pronuntat la valori cuprinse intre 14,7 +
44,4 um, valoarea maxima (44,4 um) fiind inregistrata pentru proba CDII-1.

De asemenea, s-a observat ca morfologia hidrogelurilor depinde si de compozitia
acestora §i anume, prezenta unui continut mai mare de celuloza in hidrogeluri conduce la o
morfologie mai putin omogend, cu pori mai mari si o distributie mai largd a dimensiunii
porilor (seria CD-I), fapt care determind o obstructiec a interconectivitatii acestora.
Introducerea EPZ in structura hidrogelurilor imbunatateste morfologia acestora care astfel
devine mai omogena, cu porozitate uniform distribuita si cu pori interconectati.

Pentru a evalua viabilitatea celulara a hidrogelurilor pe baza de EPZ-celuloza (CD-II)
s-au utilizat doua tipuri de celule: (i) celulele valvulare endoteliale (VEC) si (ii) celulele
valvulare interstitiale (VIC).

Celulele primare VEC si VIC au fost recoltate din foitele valvulare necalcificate (sau
portiuni din foite) ale valvelor aortice umane calcifiate, obtinute de la pacientii cu valva
aortica calcificatd, care au suferit o inlocuire chirurgicald a valvei, conform protocolului
Spitalului Militar Central de Urgentd ,,Dr. Carol Davila”. Experimentele au fost realizate in
conformitate cu principiile enuntate in Declaratia de la Helsinki, pentru experimentele care
implicd probe umane, iar Comitetul de Etica al Institutului de Biologie si Patologie Celulara
»Nicolae Simionescu” Bucuresti a aprobat acest studiu.

Depozitele de calciu sau leziunile ingrosate au fost indepértate, iar tesutul rezultat a
fost tiiat in bucdti mici, care au fost degradate enzimatic timp de 5-10 minute cu colagenaz3 I
(Biochrome/Merck) la 37 °C. Celulele endoteliale valvulare eliberate au fost apoi colectate
intr-un tub, centrifugate si cultivate in placi de culturd sau flask-uri (acoperite in prealabil cu
gelatind) in DMEM cu 20% ser bovin fetal (FBS; Gibco) si 100 U/mL penicilina, 100 pg/ml
streptomicind, 50 pg/ml neomicind (Sigma-Aldrich, Germania) intr-un incubator umidificat
cu 5% CO; la 37 °C.

Pentru izolarea VIC, bucatile de foite valvulare au fost in continuare degradate
enzimatic cu Liberaza TL (Roche, Sigma), timp de 4-5 ore. VIC-urile rezultate au fost
cultivate in vase Petri sau flask-uri, in DMEM cu 15% FBS si antibiotice. La primul pasaj
celular, VEC-urile CD31 pozitive au fost purificate folosind anticorpul anti-CD31 conjugat

cu bile magnetice (Miltenyi Biotec, Germania).
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Fenotipul VEC a fost confirmat prin aparitia inhibitiei de contact la confluentd si prin
expresia markerilor endoteliali specifici precum PECAM1 (CD31), Factorul Von Willebrand
(vWF) si fenotipul VIC prin expresia vimentinei si a actinei musculare netede alfa (a-SMA).

Viabilitatea celulelor aflate in contact cu suprafetele hidrogelurilor a fost comparati
cu cea a celulelor care nu au fost expuse la hidrogeluri (grup de control - Ctrl TCP) pentru a

determina daca retelele 3D bazate pe EPZ si celulozad au produs vreun efect citotoxic (Figura
2).

Figura 2. Viabilitatea hidrogelurilor EPZ-celuloza determinata pentru (a) celulele VEC si (b)
celulele VIC

Prin utilizarea testelor XTT de determinare a viabilitétii relative a celulelor valvulare
endoteliale (VEC) si a celulelor valvulare interstitiale (VIC), s-a observat cd viabilitatea
hidrogelurilor creste cu cresterea continutului de celulozd din compozitia hidrogelului. Se
observa in plus, faptul ca viabilitatea celulelor in contact cu hidrogelurile s-a dovedit a fi mai
mare atunci cand se utilizeaza celule valvulare interstitiale (proba C: VIC - 106%), decéat in
cazul celulelor valvulare endoteliale (proba C: VEC - 95%).

Ca o concluzie, se poate spune cd toate hidrogelurile pe baza de EPZ-celulozd
prezinta viabilititi celulare foarte bune, de peste 80%, indiferent de raportul dintre cele doua

componente.
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Revendicari

Compozitia hidrogelului absorbant pe bazi de exopolizaharidd bacteriand-celulozi,
caracterizat prin aceea ci, este constituit din 0...100% 1n greutate exopolizaharidad
bacteriand (EPZ) si 100...0% 1in greutate celulozd microcristalind (C), partile fiind
exprimate in procente de greutate.

Procedeul de obtinere a unui hidrogel absorbant pe bazid de EPZ-celuloza,
caracterizat prin aceea ci, se dizolvd |1 g amestec de EPZ-celulozi, in diferite
rapoarte gravimetrice, se dizolvd intr-o solutie de 8% NaOH, la o temperaturd de -29
°C, timp de 24 ore, dupa care peste amestecul de polimeri dizolvati se adaugi
epiclorhidrind, la un raport molar R = 4, iar compozitiile rezultate se reticuleaza la o
temperaturd de 85 °C, timp de 5 h, pentru ca apoi gelurile obtinute sa se imerseze intr-
o baie de non-solvent (apd) si sd se spele de mai multe ori in vederea coagularii
acestora §i elimindrii produselor secundare de reactie, iar la final, hidrogelurile
obtinute se usuci prin metoda I - inghetare cu viteza lenta (la -20 °C) si liofilizare
ulterioara.

Procedeul de obtinere a unui hidrogel absorbant pe bazi de EPZ-celuloza,
caracterizat prin aceea cd, se dizolvd 1 g amestec de EPZ-celulozd, in diferite
rapoarte gravimetrice, se dizolva intr-o solutie de 8% NaOH, la o temperaturd de -29
°C, timp de 24 ore, dupd care peste amestecul de polimeri dizolvati se adauga
epiclorhidrind, la un raport molar R = 4, iar compozitiile rezultate se reticuleaza la o
temperatura de 85 °C, timp de 5 h, pentru ca apoi gelurile obtinute s se imerseze intr-
o baie de non-solvent (apd) si sa se spele de mai multe ori in vederea coaguldrii
acestora si eliminarii produselor secundare de reactie, iar la final, hidrogelurile
obtinute se usucd prin metoda II - inghetare rapida, in azot lichid (la -196 °C) si

uscarea corespunzitoare prin liofilizare.
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