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Titlu cerere brevet: “Biocompozit pe baza de colagen tip | si aloe vera, complexat cu
nanoparticule de argint obtinute prin sinteza verde din solutie apoasa de scortisoara,
cu efect regenerativ pe fibroblaste umane din piele”

Descriere
Stadiul cunoasterii:

Materialele bionanocompozite sunt o clasa hibrida de noi materiale, cu impact negativ scazut
asupra mediului (atat in procesul de productie cat si in procesul de degradare) si cu impact
pozitiv inalt pentru generatiile prezente si viitoare, in special datoritd beneficillor aduse in
domeniile biomedicale (medicinad regenerativa, inginerie tisulard, biocompatibilitate) si
farmaceutice (eliberare controlatd a medicamentelor, terapie genicd, proprietati
antimicrobiene). Aceste materiale biohibride sunt formate prin combinarea a cel putin doua
faze, dintre care cel putin una este de dimensiune nanometrica (1-100 nm) ceea ce le confera
proprietdti superioare in comparatie cu micro- si macrocompozitele. in acest context,
dezvoltarea unui bionanocompozit pe baza de colagen si nanoparticule de argint (NpAg) cu
proprietati antimicrobiene, antiinflamatorii si regeneratoare ar putea fi o solutie terapeutica
optimizata, utila in special persoanelor cu solutii de continuitate tegumentare produse in urma
actiunii unor agenti traumatici (arsuri termice/electrice/chimice) dar si celor care dezvolta rani
datoritd unor comorbiditati (escare/diabet/vascularite) si necesitd o abordare terapeutica
complexa a plagilor. Datoritd proprietatilor performante ale acestui compozit procesul de
vindecare ar putea fi accelerat si optimizat prin calitatile antiinflamatorii si regeneratoare in
timp ce NPAg ar preveni semnificativ contaminarea cu agenti infectiosi, fara a exista riscul de
dezvoltare a rezistentei la antibiotice si cu impact redus asupra microbiotei normale. Aceasta
optiune de tratament este minim invaziva, usor de utilizat, cu impact redus asupra mediului si

costuri reduse.

Argintul (Ag) este cunoscut ca un metal cu spectru antimicrobian larg, fata de tulpini Gram-
pozitive, Gram-negative, fungi, protozoare si virusuri, fiind utilizat de secole la tratarea arsurilor
si a ranilor cronice. Dezvoltarea recentd a nanotehnologiilor au deschis calea obtinerii unor
nanoparticule de azotat de Ag (NpAg) cu efect antimicrobian (Roy et al., 2019). NpAg sunt
utilizate la acoperirea dispozitivelor medicale prostetice, la obtinerea unor creme pentru
tratarea arsurilor, la impregnarea tesaturilor. Eliberarea ionilor de Ag depinde de natura si
concentratia nanocompozitelor, de matricea polimerica, iar efectul antimicrobian depinde si
de dimensiunile nanoparticulelor (Pal et al., 2007, Rai et al., 2009). Sinteza verde a NpAg,
folosind extracte de plante sau alge evita toxicitatea pentru celule si mediu a unor agenti
reducatori (Tippayawat et al., 2016), elimina etape suplimentare de prevenire a agregarii Np
(Zhang et al., 2016) si poate potenta activitatea antimicrobiana a Ag (Roy et al., 2019).
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Cercetari recente au evidentiat ca diverse produse pe NpAg, precum pansamente, creme
geluri, bandaje s-au dovedit a fi sigure, biocompatibile si aprobate pentru uz extern uman
(Gajghiye et Sakharwade, 2016, Garg et al., 2020)

Colagenul este cea mai abundentéa proteina din vertebrate, prezenta din abundenta in piele,
oase, cartilaje, tendoane, ligamente si vase de sange, cu rol de sustinere, de creare a unei
structuri tisulare de suport stabild, inextensibild. Sunt descrise peste douadzeci de tipuri de
colagen, clasificate in fuctie de compozitia biochimica si supraorganizarea moleculara tisulara.
Cele mai frecvente sunt primele trei tipuri (I, 1l si Ill), prezente in tesutul conjunctiv lax si dens
din piele tendoane, ligamente si oase (tip 1), in cartilaj (tip 1) si derm (tip lll). Datorita
biocompatibilitatii, biodegrabilitatii, suportului structural, colagenul este utilizat pe scara larga
in industria biomecanica, farmaceutica si alimentara. Colagenul poate fi extras din surse
variate, dar, spre deosebire de cel extras din mamifere, cel extras din peste este solubil in
apa, prezinta vascozitate si temperatura de degradare scazute (Valenzuela-Rojo et al., 2018).
Randamentul de extractie al colagenului depinde de specie, sex, varsta si greutate corporala.
Randamentul poate varia de la 10-30% la bovine, suine si ovine, 5-6% la pasari si poate
ajunge pana la 80% la peste, in functie de specie si deseul utilizat ca materie prima (Schmidt
MM et al., 2018). Dupa izolare, colagenul este liofilizat, formandu-se o matrice de poroasa de
colagen, a carei structura 3D poate fi modificata cu ajutorul concentratiei, a ratei de congelare,
adaugarea unor agenti de reticulare. Structura 3D influenteaza interactiunea cu celulele si
biodegrabilitatea matricei, deci si durata de viata a unui produs finit (Albu MG et al., 2011).

Alginatul de sodiu (AlgNa) este un biopolimer, care prezinta risc scézut in transmiterea bolilor

genetice, biocompatibil, biodegradabil si prezinta proprietatea de a forma hidrogel.

Glicerolul/glicerina (Gli) a fost utilizat ca plastifiant pentru amestecurile polimerice, cu scopul

de a conferi elasticitate/flexibilitate si respectiv textura cremoasa gelului.

Scortisoara (Cinnamomum sp) este un condiment puternic, folosit de mii de ani in intreaga

lume, in scopuri medicinale

Aloe vera (Aloe barbadensis) apartine familiei Asphodelaceae (Liliaceae) si contine
numeroase substante nutritive, contine 75 de constituenti potentiali activi: vitamine, enzime,
minerale, zaharuri, lignind, acizi grasi si aminoacizi. Fiecare frunza este compusa din trei
straturi cu compozitie diferita, primul strat contine un gel limpede care contine 99% apa, restul
continutului fiind glucomanani (polizaharide mixte), aminoacizi, lipide, steroli si vitamine; apoi
stratul de latex care este o seva galbena si amara, formata din antrachinone si glicozide; iar
ultimul stratul gros, exterior, numit crusta, cu rol protector si de sinteza. Gelul de Aloe vera are
proprietati farmacologice, de vindecare a ranilor, efecte antibacteriene, antifungice, antivirale,

antioxidante, anti-inflamatoare si imunomodulatoare. De asemenea, gelul stimuleaza
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activitatea macrofagelor, monocitelor si producerea limfocitelor T de tip killer. Gelul de Aloe
vera poate sa blocheze formarea prostaglandinei, care este implicatd in procesul inflamator
(Surjushe si colab., 2008; Hashemi si colab., 2015; Wahba ES, 2018). Gelul de Aloe vera
stimuleaza activitatea fibroblastelor, sinteza in vivo de colagen, acid hialuronic si
angiogeneza. De asemenea, asigura formarea unui tesut granular matur. Produsele pe baza
de Aloe vera prezinta performante remarcabile, au efect de regenerare a pielii, vindecarea
ranilor si remodelarea cicatrizarii (Ahmed si colab., 2015). Gelul de Aloe vera este studiat in
diverse formule farmaceutice si cosmetice, precum hidrogeluri, nanoparticule,

nanocompozite, nanofibre si membrane poroase (Arunpandian si colab., 2015).

Combinarea acestor elemente in proportii adecvate are potentialul de a genera un
bionanocompozit care sa pastreze efectul antibacterian al NpAg si sa ofere in acelasi timp

suport si mediu trofic pentru aderarea celulelor pielii care intervin in regenerarea ranilor.

Premkumar J in 2018 a realizat sinteza unor nanoparticulelor de argint din scortisoara si a
demonstrat activitatea lor antimicrobiana impotriva unor microorganismelor gram pozitive si
gram-negative (Prekumar J et al., 2018). De asemenea, utilizare unor scaffold-uri de colagen
/ chitosan incércate cu NpAg, au promovat vindecarea ranilor prin reglarea migratiei
fibroblastelor si activarea macrofagelor (Chuangang et al., 2017). Scaffold-uri din acetat de
celuloza si uleiuri esentiale, printre care si cel de scortisoara au fost analizate din punct de
vedere al biocompatibilitatii pe doua linii celulare diferite (fibroblaste si keratinocite umane) si
s-a demonstrat lipsa citotoxicitatii acestora, prin urmare, acestea pot fi utilizate in prevenirea

infectiilor plagilor (Liakos | et al., 2015).
Prezentarea inventiei:

Inventia se refera la un bioprodus obtinut prin sinteza verde a nanoparticulelor de argint in
extract apos de scortisoara (NpAg-Sco), introduse intr-un bionanocompozit pe baza de alginat
de sodiu si colagen tip |, extras din cozi de fitofag (Hypophthalmichthys molitrix). Bioprodusul
se prezinta sub forma de gel transparent, solubil in medii apoase si care isi pastreaza aspectul
de gel. Produsul are compozitia dupa cum urmeaza: alginat-glicina-colagen-200uL NPAg

obtinute prin sinteza verde din extras apos de scortisoara.

Extrasul apos se obtine dupa cum urmeaza: scoarta a fost méacinata, apoi 2,5 g de scortisoara
au fost adaugati in 100 ml apa deionizata, urmata de fierbere 5 minute. Dupé racire, extractul

s-a filtrat si centrifugat (9000rpm/15 min);

Sinteza NPAg: s-a folosit solutie de nitrat de argint 10mM raport 1:10 (extract. azotat de
argint); amestecul se agita la 200 rom/min timp de 15 minute, la temperatura de 45-50°C. A
fost corectat pH-ul extractului de la 5 la pH 12. Solutia coloidala a fost centrifugata la 9000

%
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rem/min timp de 30 minute, supernatantul a fost indepartat iar sedimentul s-a spalat de 3 ori
cu apa deionizata, dupa fiecare spalare s-a realizat centrifugarea la 9000 rpm/min timp de 15
minute. Dupa ultima spalare s-a indepartat apa, iar NPAg obtinute au fost liofilizate.
Obtinerea bionanocompozitului s-a facut dupa cum urmeaza: Au fost utilizate la prepararea
hidrogelurilor solutii de alginat (2%), colagen tip | extras din cozi de fitofag (0.01%) si solutie
1% de aloe vera (AV). Amestecul de baza a hidrogelurilor a fost realizat din AlgGli-COL-AV
(baza). Raportul maselor solutiilor a fost 6:1 (Alg:Gli) si al volumelor solutiilor 2,4:1 (COL:AV),
amestecul s-a realizat la temperatura camerei (24°C). Ulterior, la solutia de baza au fost
adaugate 200uL solutie de NpAg (concentratie teoreticda a AgNPs de 50 pg/ml).
Omogenizarea compusilor si formarea structurii gelifiate s-a realizat prin centrifugare la 2500

rpm/5 min.

Problema tehnica. Problema tehnica pe care o rezolva prezenta inventie este obtinerea unui
compus pe bazd de NpAg care sa nu fie citotoxic, dar care sa isi pastreze activitatea
antibacteriana. Dificultatea acestei probleme constd in mecanismul nespecific al efectului
antibacterian al sarurilor de Ag, bazat pe inducerea stressului oxidativ, inhibarea gruparilor tiol

ale diverselor enzime si posibil, legare directd de ADN (Sureshbabu et al., 2010, Karimi F et

al., 2016), care pot afecta in egald masura si celulele umane.

Avantajul prezentei inventii

Este raportat in literaturd faptul cad “"sinteza verde” a NpAg, folosind extracte naturale,
pastreaza eficienta efectului antibacterian, la concentratii mai mici de saruri de Ag ( Kiran J et
al., 2016 Sathish et al., 2018). Principala intentie de intrebuintare a acestor formulari este
aceea de tratare a ranilor, pentru prevenirea infectiilor, dar acest scop pune in contact
formularea de NPs cu celule umane, susceptibile si ele la efectul citotoxic al sarurilor de Ag.
Avantajul prezentei inventii fatd de produsele deja existente constd in generarea unui
biocompozit de complexitate crescutd care, pe langa NPAg obtinute prin sintezd verde
combina biocompusi cu activitate regenerativd asupra celulelor de piele umane normale,
implicate in regenerarea ranilor. in plus, utilizarea colagenului extras din cozi de fitofag,
considerate deseuri, contribuie la revalorificarea deseurilor provenite din procesarea

produselor de peste.
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Descrierea Figurilor

Figura 1. Caracterizarea nanoparticulelor de argint obtinute prin sinteza verde din extras apos de scortisoara.
(a) Spectrul UV-VIS al NpAg pe termen scurt (48h) si lung (b) (21 de zile). (c) Profilul XRD al solutiei coloidale de
NpAg. (d). Caracterizare SEM a NpAg.

Figura 2. Caracterizarea speciilor de colagen obtinute din peste. (a). Spectrele FTIR ale colagenului liofilizat
obtinut prin digestie enzimatica cu pepsina 800 U.l. (b). Spectrele FTIR ale colagenului liofilizat obtinut prin
digestie enzimatica cu pepsina 1200 U.I. (c) Spectrele de absorbtie UV-VIS ale colagenului obtinut prin digestie
enzimatica.

Figura 3 Misurarea viabilitatii fibroblastelor umane normale HS27 tratate cu diverse bionanocompozite timp
de 24 si 48h. Bionanocompozitul este marcat printr-un chenar negru. S-au testat trei dilutii succesive (de Ia
stdnga la dreapta 100 mg/mL, 10 mg/mL si 1 mg/mL).

Figura 4. Misurarea aderdrii fibroblastelor umane normale in prezenta bionanocompozitului selectat.
Aderarea a fost cuantificata prin masurarea impedantei electrice in timp real, in prezenta a 4 dilutii succesive
de biocompus. Se observa ca dilutia de 0,1 mg/mL stimuleaza aderarea celulelor.

Se dau in continuare cateva exemple de aplicare a inventiei

Exemplul 1
Produsul poate fi folosit pentru stimularea proliferarii fibroblastelor umane normale.

Viabilitatea celulard a fost masurata folosind metoda reducerii sarurilor de tetrazoliu (MTS).
Bionanocompozitul selectat a fost comparat cu celulele netratate (ctrl), cu baza de gelificare
(baza) si cu alte variante de bionanocompozite (denumite V3-8), in trei dilutii succesive (100
mg/mL, 10 mg/mL si 1 mg/mL). Se remarca efectul net favorabil la 48 h al bionanocompozitului
selectat asupra proliferarii celulare (fig.3).

Exemplul 2. Produsul poate fi utilizat pentru stimularea aderarii fibroblastelor
normale, ca prim pas in vindecarea unei rani

Fibroblaste normale dermice HS27 au fost incubate in placi E-16 compatibile cu sistemul
RTCA-DP si monitorizate din punct de vedere al aderarii la substrat timp de 2h, la fiecare 5
minute. Comparativ cu celulele netratate (ctrl), cele tratate prezinta un index mai mare de
aderare la concentratia de 0,1 mg/mL (fig.4)
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Titlu cerere brevet: “Biocompozit pe baza de colagen tip | si aloe vera, complexat cu
nanoparticule de argint obtinute prin sinteza verde din solutie apoasa de scortisoara,
cu efect regenerativ pe fibroblaste umane din piele”

Revendicari

1. Un bioprodus obtinut prin sinteza verde a nanoparticulelor de argint in extract apos
de scortisoara (NpAg-Sco), caracterizat prin aceea ca are o proportie data de
alginat/colagen tip I/alove vera/ NpAg-Sco si prin aceea cd este necesard o anumita
concentratie pentru a exercita un efect biologic favorabil asupra celulelor normale ale
pielii

2. Bioprodusul se prezinta sub forma de gel transparent, solubil in medii apoase si care
isi pastreaza aspectul de gel la o concentratie de 1%

$o



Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

Viabilitatea fibroblastelor HS 27 tratate cu bionanocompozite-gel-24h
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Figura 4
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