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Invenţia se referă la un procedeu de obţinere de suporturi poroase tristratificate pe1

bază de colagen şi alginat de sodiu, încărcate cu celule epiteliale autologe utilizate în
tratamentul personalizat al rănilor dificile şi la un procedeu de obţinere a acestora.3

O serie de complicaţii traumatice şi posttraumatice precum şi diverse patologii,
chirurgia metastazelor şi tumorilor extinse şi respectiv, chirurgia neuro- sau orală şi maxilo-5

facială pot conduce la apariţia unor defecte de piele. Multe dintre aceste boli ar putea fi
asociate (i) cu perturbări celulare sau (ii) cu defecte structurale. Aproximativ 3-6 milioane de7

persoane (85% dintre acestea cu vârsta peste 65 de ani) suferă de răni nevindecabile de
origini diferite. Procentul de afecţiuni patologice şi traumatice care necesită regenerarea pielii9

devine unul dintre cele mai frecvente motive de handicap din lume. Efortul financiar global
al societăţii noastre pentru aceste leziuni este în continuă creştere în fiecare an. Cu toate11

acestea, suferinţa pacienţilor depăşeşte mult efortul financiar, reflectându-se în: incapaci-
tatea de a funcţiona în mod normal, limitarea activităţii, dureri asociate, aspect inestetic. Fără13

îndoială, toate acestea sunt cel mai greu de vindecat.
Tegumentul uman este cel mai mare organ al corpului, cu o suprafaţă de aproximativ15

1,7 m2 la adult, are o structura bilaminară, alcătuit din epiderm şi derm.
Până în prezent, s-au utilizat ca soluţie pentru reconstrucţia tegumentară grefa de17

piele autologă, alogrefele, heterogrefele/xenogrefele, substituenţii sintetici sau semisintetici.
Substituenţii dermali au o importanţă majoră în tratarea defectelor ce afectează toată19

grosimea tegumentară, atât în cazul leziunilor acute cât şi a patologiei cronice. Sunt deja
comercializate multiple produse cu caracter de substituent dermic sau dermo-epidermic utile21

în repararea cutanată. Integra® (Integra LifeSciences Corp., Plainsboro, NJ, USA) este cel
mai cunoscut substituent dermal utilizat în prezent. Acesta este constituit din condroitin 6-23

sulfat, colagen bovin şi o membrană de silicon. AlIoDerm® este un substituent dermal
acelular obţinut din pielea de cadavru crioconservată, dezepidermizată. Oferă suport dermal,25

peste care se aplică o grefă de piele, foarte subţire autologă; aplicarea grefei se poate face
în acelaşi timp operator ceea ce constituie un avantaj în comparaţie cu Integra. S-au obţinut27

rezultate bune ale cicatrizării pe termen lung şi o bună integrare pe patul receptor. Apligraf®

(pansament celular, Novartis, Organogensis) este un substituent de piele viu format din29

keratinocite şi fibroblaşti alogeni cu aplicabilitate în rănile acute umane. S-a constatat ca
celulele alogenice sunt înlocuite de către celulele gazdă, pansamentul nemaifiind identificat31

după 6 săptămâni de la aplicare. Suporturile tridimensionale (3D) poroase sunt necesare
pentru găzduirea celulelor şi pentru furnizarea unui suport temporar necesar formării şi33

dezvoltării de ţesut nou, inclusiv derulării fenomenului de angiogeneză.
Suporturile poroase stratificate pe bază de polimeri naturali, colagen (sau derivaţi de35

colagen) şi polizaharide (alginat sau hialuronan), de grad medical, care fac subiectul
prezentei invenţii imită matricea extracelulară (MEC) şi pot constitui suporturi pentru celule37

epiteliale autologe în tratamente personalizate.

Brevetul CN 106178072 (A) descrie obţinerea unui pansament chirurgical din fibre39

de alginat, bambus şi colagen care se degradează parţial, are proprietăţi hemostatice şi de
absorbţie bune şi sunt rezistente la acţiunea bacteriană. Alte preparate terapeutice pre-41

zentate în brevetul CN 105797203 (A) - pansamente spongioase din fibre de alginat şi cola-

gen obţinute prin uscare liberă şi CN105327383 (A) - pansament hemostatic pe bază de43

colagen, alginat şi chitosan obţinut prin liofilizare au fost utilizate ca tratament al traumelor
locale ale pielii. Acestea au rolul de a regenera ţesutul moale, acţionând ca un substituent45

acelular sau pansament pentru răni. Alte produse pe bază de colagen şi alginat sunt des-

crise în brevetele: US 2014271610 (A1) - compoziţii pe bază de colagen, ioni de calciu şi47

alginat care polimerizează in situ în contact cu sângele şi CN 1337271 (A) - material
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biodegradabil implantabil pentru os care conţine sare de fosfat de calciu, colagen şi alginat. 1

Aceste produse nu sunt destinate regenerării pielii. Suporturi pentru creşteri de celule au fost

descrise în brevetele MX 2014016099 (A) - matrice colagen/alginat ca suport pentru 3

condrocite pentru regenerarea cartilagiului şi KR 101449906 (B1) - hidrogel 3D compozit pe
bază de aragoza-colagen-alginat ca suport pentru creşteri de celule. Acestea nu au la bază 5

celule autologe şi sunt proiectate pentru utilizări in vitro. Brevetele MX 2016008442 (A) -
hidrogeluri alginat/colagen care conţin factori de creştere ai fibroblastelor FGF-18 pentru 7

tratamentul defectelor de cartilagii şi WO 2016061450 (A1) - construct pentru regenerare
tisulară pe bază de teancuri de folii de colagen laminate şi soluţie de alginat, factori de 9

creştere şi citocine, conţin colagen şi alginat, iar pentru o regenerare mai eficientă conţin şi
factori de creştere/citokine. Brevetele descrise mai sus au avantajul de a dezvolta produse 11

care sunt utilizate ca suporturi pentru creşterea celulară, care tratează diverse răni sau rege-
nerează cartilajul sau osul, dar în comparaţie cu prezenta invenţie, nu au o structură poroasă 13

structurată care să imite pielea şi nu conţin celule epiteliale autologe.
Problema tehnică pe care o rezolvă invenţia constă în prezentarea unui procedeu de 15

obţinere de suporturi poroase triplu stratificate din diferite proporţii de colagen şi alginat,
populate cu celule fibroblaste şi keratinocite care să asigure un tratament eficient, 17

personalizat pentru răni dificile.
Procedeul conform invenţiei înlătură dezavantajele de mai sus prin aceea că peste 19

componentul a) constituit din 60/80% colagen fibrilar tip I, obţinut din derma de viţel, sub
formă de gel, cu structură nativă triplu helicoidală, cu un conţinut de 1,2...1,4% colagen 21

substanţă uscată, se adaugă componentul b) 40/20% soluţie de 2% alginat de sodiu şi com-
ponentul c) 0,5% agent de reticulare, respectiv glutaraldehidă, care se amestecă în com- 23

poziţia finală sub formă de soluţie 0,2...0,3% în apă distilată obţinându-se astfel gelurile
compozite, care au fost turnate în cutii Petri din sticlă, în straturi de 2 şi 3 mm şi liofilizate 25

timp de 48 h, obţinându-se forme spongioase care au fost lipite între ele cu un gel de cola-
gen de concentraţie 1%, pH 7,4 şi care au fost uscate în etuvă la 28/C timp de 24 h, 27

obţinându-se un suport triplu stratificat care poate fi însămânţat atât cu keratinocite cât şi cu
fibroblaste pentru a fi utilizat ca tratament pentru răni. 29

Prin aplicarea invenţiei se obţin următoarele avantaje:
- suporturile poroase triplu stratificate pe bază de colagen şi alginat în diferite 31

proporţii, cu porozitate şi grosime controlată, asigură un mediu propice pentru proliferarea
şi diferenţierea de fibroblaste şi keratinocite autologe, asigurând un tratament personalizat 33

al rănilor dificile.
- realizarea unui tratament personalizat pentru răni grave ale pielii, cu aplicare locală, 35

sub forma unor suporturi spongioase pe bază de polimeri naturali cu celule autologe
fibroblaste şi keratinocite care imită matricea extracelulară; 37

- utilizarea acestor suporturi/substituenţi de piele este mult mai avantajoasă compa-
rativ cu administrarea unor pansamente biologice acelulare sau cu celule alogene; 39

- suporturile poroase furnizează un mediu propice regenerării ţesuturilor, sunt
biocompatibile, biodegradabile în timp permiţând celulelor să-şi sintetizeze propria matrice 41

în perioada în care acestea se biodegradează.
Suporturile poroase stratificate sunt constituite din următoarele componente: a) un 43

amestec de polimeri naturali: i) colagen fibrilar tip I, obţinut din derma pielii de viţel, sub
formă de gel, cu structură nativă triplu helicoidală, cu un conţinut de 1,1...2,2% colagen 45

substanţă uscată, pH = 7,4 şi ii) 0,5...3% alginat de sodiu sub formă de soluţie în apă
distilată, în proporţii de 100:0 (A), 80:20 (B), 60:40 (C) şi 50:50 (D) şi b) 0,2...1,0% agent de 47

reticulare, glutaraldehidă care se amestecă în compoziţia finală sub formă de soluţie
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0,2...0,3% în apă distilată. Procedeul de obţinere a suporturilor 3D constă în aceea că, în1

prealabil, gelul de colagen alginat în proporţiile stabilite, se omogenizează şi se reticulează.
Compoziţiile obţinute se toarnă în cutii Petri în straturi cu grosimi de 2 şi 3 mm şi se3

liofilizează obţinându-se structuri poroase dense pentru culturi de keratinocite şi respectiv
fibroblaste. Pentru a obţine o structură tristratificată substraturile de 2 şi 3 mm se suprapun5

sub formă de sandwich care conţine un gel de colagen reticulat (i) şi se usucă la etuvă timp
de 24 h la 35/C.7

În continuare, invenţia va fi explicată mai în detaliu prin următoarele exemple de
realizare în legătură cu figurile care reprezintă:9

- fig. 1, influenţa compoziţiei asupra dimensiunii porilor matricilor spongioase.
Diametrul mediu al porilor în matricile spongioase A-D;11

- fig. 2, materiale poroase A-D, în stare hidratată, observate în secţiune transver-
sală:stânga-imagine 2D; dreapta-imagine 3D;13

- fig. 3, absorbţia de apă a scaffold-urilor A, B, C şi D;
- fig. 4, viabilitatea şi proliferarea fibroblaştilor umani (pasaj 4) la 5 zile de la15

însămânţare pe matricile A, B, C şi D;
- fig. 5, viabilitatea şi proliferarea keratinocitelor umane la 1 şi 5 zile de la17

însămânţare pe matricile A, B, C şi D.
Se obţin astfel structuri triplu stratificate cu o grosime de aproximativ 6 mm, cu poro-19

zităţi diferite care, cultivate cu celule fibroblaste/keratinocite constituie un tratament pentru
răni dificile. În fig. 1...5 sunt prezentate câteva caracteristici de bază ale substraturilor care21

alcătuiesc suportul sandwich.
Compoziţia materialelor bicomponente influenţează dimensiunea porilor substraturilor23

obţinute prin liofilizare. Se observă existenţa porilor interconectaţi. Creşterea conţinutului de
alginat de sodiu subţiază pereţii şi dimensiunea porilor.25

În fig. 3 este prezentată comportarea matricilor la absorbţia de apă la o oră şi o zi.
Din fig. 3 se poate observa că toate probele au fost foarte hidrofile, absorbând o27

cantitate de 47,6 ÷ 51,5 g/g în 24 h. Cea mai hidrofilă matrice este cea cu un conţinut de 2:1
colagen:alginat, scaffold-ul C.29

Viabilitatea şi proliferarea fibroblaştilor umani a fost ridicată în cazul tuturor probelor
testate. În cazul probelor de Coll 80%:Alg 20% şi Coll 40%:Alg 60% viabiltatea şi proliferarea31

celulelor la 5 zile de la cultivare a fost comparabilă cu a celor cultivate pe proba martor (Coll),
însă în cazul celulelor cultivate pe proba de Coll 50%:Alg 50% s-a înregistrat o viabilitate şi33

proliferare mai scăzută comparativ cu restul probelor şi cu proba martor (fig. 4).
În cazul keratinocitelor umane s-a constatat că viabilitatea şi proliferarea la 24 h de35

la însămânţarea pe matricile de colagen:alginat a fost asemănătoare cu cea înregistrată pe
matricea de colagen martor (fig. 5). La 5 zile de la însămânţare s-a constat o creştere a37

viabilităţii în cazul celulelor cultivate pe matricile de Coll 80% - Alg 20% şi Coll 60% - Alg
40%, celulele dezvoltate pe matricea de Coll 60% - Alg 40% prezentând o viabilitate39

asemănătoare cu cea înregistrată în celulele cultivate pe matricea control (fig. 5). Şi în cazul
testelor de proliferare s-a constatat o creştere a multiplicării celulelor cultivate pe matricile41

de Coll 80% - Alg 20% şi Coll 60% - Alg 40%, însă proliferarea cea mai ridicată a fost
înregistrată la keratinocitele cultivate pe matricea Coll 80% - Alg 20% (fig. 5). Cea mai43

scăzută proliferare la 5 zile de la însămânţare s-a înregistrat în cazul celulelor cultivate pe
matricea de Coll 50% - Alg 50%, caz confirmat şi de testul de viabilitate (fig. 5).45

Pe baza testelor de viabilitate şi proliferare realizate pe linia stabilizată de keratinocite
umane şi fibroblaşti izolaţi de la pacienţi au fost selectate două dintre matricile de47

colagen:alginat: Coll 80% - Alg 20% (B) şi Coll 60% - Alg 40% (C). Aceste matrici constituie
părţile principale ale suportului sandwich care sunt populate cu keratinocite şi fibroblaşti49

izolaţi de la subiecţi umani pentru un tratament personalizat în regenerarea rănilor.
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Gelul de colagen fibrilar tip I obţinut din piele bovină, având o concentraţie de colagen 1

de 1,3...2,5% (w/w) este utilizat în această invenţie. Cenuşa şi grăsimea trebuie să fie
nedetectabile la analiza calitativă şi cantitativă, iar pH-ul gelului este acid, 2...3,5. Alginatul 3

de sodiu utilizat în această invenţie este o substanţă comercială, care trebuie să aibă
umiditate sub 15% şi pH - 6-8. Mai pot fi utilizate şi alte forme ale alginatului de sodiu de grad 5

medical.
Agentul de reticulare este aldehida glutarică care trebuie să fie 0,2-1,5% raportat la 7

conţinutul de colagen.

Exemplul 1 9

Se utilizează un gel de colagen fibrilar tip I cu o concentraţie gravimetrică de 1,2%,
98,8% apă şi pH-ul de aproximativ 7,4. O soluţie de 2% alginat de sodiu a fost încorporată 11

în gelul de colagen în proporţie de 20%, apoi a fost reticulată cu 0,5% glutaraldehidă. Gelul
de colagen alginat în proporţie 80:20 a fost turnat în cutii Petri de sticlă de 2 mm şi liofilizat 13

timp de 48 h. Probele au fost obţinute în formă spongioasă (matrici) şi utilizate ca suporturi
pentru creştere de keratinocite. 15

Exemplul 2
Gelul compozit pe bază de colagen şi alginat a fost obţinut prin procesul descris în 17

exemplul 1 exceptând procentul de colagen utilizat, care a fost 1,4% (raportat la colagen
substanţă uscată). Procesul de liofilizare a fost similar cu cel descris în exemplul 1. Folia 19

spongioasă obţinută a fost mai densă, cu pori mai mici.

Exemplul 3 21

Gelul compozit pe bază de colagen şi alginat de sodiu a fost obţinut prin procesul
descris în exemplul 2 exceptând procentul de alginat de sodiu utilizat, care a fost 40%. Gelul 23

de colagen:alginat în proporţie 60:40 a fost turnat în cutii Petri de sticlă de 3 mm şi liofilizat
timp de 48 h. Probele au fost obţinute în formă spongioasă (matrici) şi utilizate ca suporturi 25

pentru creştere de fibroblaste.

Exemplul 4 27

Suporturile obţinute prin procesele descrise în exemplele 1 şi 3 au fost „lipite" cu un
gel de colagen de concentraţie 1%, pH - 7,4 şi uscate în etuvă la 28/C timp de 24 h. Se 29

obţine astfel un suport triplu stratificat care poate fi însămânţat atât cu keratinocite cât şi cu
fibroblaste pentru a fi utilizat ca tratament pentru răni dificile. 31
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Revendicare1

Procedeu de obţinere de suporturi poroase tristratificate, caracterizat prin aceea că,3

peste componentul a) constituit din 60/80% colagen fibrilar tip I, obţinut din derma de viţel,
sub formă de gel, cu structură nativă triplu helicoidală, cu un conţinut de 1,2...1,4% colagen5

substanţă uscată, se adaugă componentul b) 40/20% soluţie de 2% alginat de sodiu şi
componentul c) 0,5% agent de reticulare, respectiv glutaraldehidă, care se amestecă în7

compoziţia finală sub formă de soluţie 0,2...0,3% în apă distilată obţinându-se astfel gelurile
compozite, care au fost turnate în cutii Petri din sticlă, în straturi de 2 şi 3 mm şi liofilizate9

timp de 48 h, obţinându-se forme spongioase care au fost lipite între ele cu un gel de
colagen de concentraţie 1%, pH 7,4 şi care au fost uscate în etuvă la 28/C timp de 24 h,11

obţinându-se un suport triplu stratificat care poate fi însămânţat atât cu keratinocite cât şi cu
fibroblaste pentru a fi administrat ca tratament pentru răni.13
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