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HIDROGELURI POLIMERICE COMPOZITE CU PROPRIETATI
ANTIBACTERIENE §$I CICATRIZANTE $1 PROCEDEU DE OBTINERE
A ACESTORA

Inventia se refera la hidrogeluri ce pot fi folosite ca produs topic pentru
tratamentul si profilaxia leziunilor cutanate acute si cronice, avand caracter
antibacterian, cicatrizant §i regenerativ.

Se cunoaste faptul ca problemele asociate plagilor cutanate, precum
formarea tesutului cicatricial fibros, pierderea temporara sau permanentad a
functiilor pielii si posibilitatea de infectare a plagii, care poate duce la extirparea
tesutului afectat sau chiar la amputarea membrului, pot evolua frecvent catre
morbiditate severd §i mortalitate. Astfel, aceste patologii constituie nu numai 0
grava problema de sanatate dar si o povard financiard majord asupra sistemelor
nationale de sdnatate.

In acest context, hidrogelurile polimerice utilizate ca pansamente pentru
tratamentul plagilor cutanate reprezintd un subiect de mare interes la nivel global.

Procesul natural de vindecare a rénilor este unul complex si dinamic,
implicand o multitudine de mecanisme celulare strans corelate (Wilkinson &
Hardman, 2020). Initial, are loc oprirea séngerdrii de la nivelul leziunii prin
formarea unei matrici insolubile de fibrind.  Ulterior, aceasta va permite
colonizarea fibroblastelor, celulelor endoteliale si keratinocitelor pentru refacerea
tesutului cutanat afectat (Aderibigbe & Buyana, 2018; Stoica et al., 2020;
Wilkinson & Hardman, 2020). Astfel, fibrina, un hidrogel natural format prin
polimerizarea fibrinogenului in cadrul cascadei coagularii (Heher et al., 2018), a
devenit un biopolimer intens studiat ca material pentru pansamente cutanate.
Avantajele sale considerabile implica posibilitatea izolarii precursorilor sai din

surse autologe si1 limitarea imunogenicitatii, versatilitatea proprietatilor retelei de
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fibrina si biomimetismul mecanismelor de vindecare a pielii, dar §i pretul scazut
asociat izoldrii fibrinei in comparatie cu alfi polimeri naturali (Bencherif et al.,
2017).

Din aceste considerente, la momentul actual existd o serie de brevete In care
este descrisd sinteza unor pansamente pe bazad de fibrina, respectiv hidrogel
biodegradabil si flexibil in cadrul brevetului US 6,486,377 B2 (Rapp, 2002),
hidrogel sub forméd de spuma in cadrul brevetului US 8,512,740 B2 (Delmotte,
2013), acoperiri pentru pansamente pe bazd de fibrind in cadrul brevetului
WO0/2014/209620 (Bjork et al., 2014) si hidrogeluri sau hidrogeluri deshidratate
care pot fi sintetizate sub forma de film, spuma sau amestecuri in cadrul brevetului
WO/2016/160541 (Bjork et al., 2016).

Totusi, studiile actuale se concentreazd pe Imbundtatirea proprietdfilor
pansamentelor pe baza de hidrogeluri de fibrind prin adaugarea unor compusi
bioactivi care sd asigure atdt caracteristici antibacteriene, cdt si stimularea si
imunomodularea capacitatii endogene de regenerare a tesuturilor.

In acest sens, nanoparticulele de argint (Burdusel et al., 2018), pe de o
parte, si exosomii derivati din secretomul celulelor stromale mezenchimale umane
(Hu et al., 2016; Rani & Ritter, 2016), pe de altd parte, pot fi introduse la nivelul
hidrogelurilor polimerice pentru a asigura caracteristicile necesare unui pansament
ideal.

Cu toate acestea, pand In prezent, In lucrdrile de specialitate nu a fost
descrisa sinteza unui pansament pentru plagile cutanate pe baza de fibrina, care sa
inglobeze nanoparticule de argint si exosomi derivafi din celulele stem
mezenchimale.

Problema tehnica rezolvata de inventie este accea de a realiza hidrogeluri
polimerice compozite pe baza de fibrind, nanoparticule hibride de argint si
exosomi, care datorita capacitatii acestor hidrogeluri va imbunatati procesul de
vindecare, prin sporirea regenerarii tesuturilor de la nivelul rdnii si eliminarea

riscului de infectare, prin caracterul lor antibacterian ridicat. Hidrogel polimeric
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biodegradabil complex este constituit din 85% fibrinogen cu concentratia de 43,4
mg/ml si 1 % trombind de concentratie 3840 NIH/ml, in amestec cu 4 % suspensie
de nanoparticule polimerice pe baza de argint cu concentraia de 1 mg/ml §i in
amestec cu 10 % de suspensie concentratd de exosomi derivati din celule
stromale mezenchimale umane.

Procedeul de obtinere a unui hidrogel polimeric compozit cu proprietati
antibacteriene si cicatrizante este caracterizat prin accea ca, intr-o prima etapa in
prepararea gelului de fibrind, pornind de la fibrinogen uman 85 % si trombind 1%,
urmatd de amestecarea acestuia cu o suspensie de nanoparticule polimerice pe
baza de argint 4 %, obtinute din nanoparticulele de Ag@PEG (polietilen glicol) /
PVP (plovinil pirolidona) au fost obtinute prin reducere din azotat de argint,
solutia de ionii de argint 1% a fost adaugata in picatura, peste solutia de bazica de
NaOH (5%), cu continut de glucoza (0,25%), PEG (0.375%) si PVP (0,375%), la
80°C, nanoparticulele de Ag@PEG/PVP, cu cristalinitate ridicata, singura faza
cristalina identificata este argintul, nanoparticule care au dimensiuni cuprinse intre
30 si 60 nm, iar cantitatea de PEG si PVP imobilizata pe suprafata
nanoparticulelor este de 16,2%. din masa nanoparticulelor de tipul Ag@PEG/PVP,
urmata de o alta etapa de amestec §i cu o suspensie de exosomi izolati din mediul
de cultura al celulelor stem mezenchimale umane in procent de 10 %, prin
ultracentrifugare.

Exosomi sunt vezicule extracelulare cu dimensiuni cuprinse intre 30-300
nm care la suprafata prezinta urmatorii markeri caracteristici: CD 9, CD 63 si CD
81, aceste vezicule au proprietati de stimulare a proliferarii si migrarii
fibroblastelor si keratinocitelor umane precum si efect angiogen de a induce
formarea de noi vase de sange, exosomii se pastreaza la -80°C, se decongeleaza
pe gheata si se pastreaza pe gheata pana in momentul incorporarii lor in hidrogel,
inainte de incorporarea in hidrogel se agita foarte bine suspensia pentru
omogenizare, exosomii sunt resuspendati intr-o solutie salina.

Nanoparticulele de Ag se pastreaza la temperatura de 4°C si se agdauga in
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hidrogel la temperatura camerei, ele sunt resuspendate in apa sterila fara
endotoxine, fibrinogenul se pastreaza la temperatura de 80°C si dupa decongelare,
care nu se face pe gheata, se pastreaza la temperatura camerei pana in momentul
utilizarii si se pipeteaza usor, trombina se pastreaza la temperatura de 80°C si dupa
decongelare se pastreaza pe gheata pana la utilizare.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

* biocompatibilitate crescutd a hidrogelului §i lipsa imunogenicitdtii, datorita
utilizarii unui biopolimer rezultat din precursori de provenien{a umana;

* biodegradabilitate i bioresorbabilitate a componentelor hidrogelului, fara
formarea unor compusi secundari toxici;

* actiune stimulatoare de regenerare, refacere si vindecare a tesutului cutanat,
datorita biomimetismului fibrinei §i al exosomilor;

= actiune antibacteriana, datoritd nanoparticulelor polimerice hibride pe bazd de
argint;

= reducerea disconfortului la schimbarea pansamentului, datoritd formuldrii
destinate pentru aplicare saptimanala;

» cost redus de productie.

Se prezintd, in continuare, un exemplu concret, nelimitativ, de realizare a
inventiei.

Astfel, prin prezenta inventie se propune realizarea unui hidrogel
polimeric complex, constituit din fibrind ca biopolimer natural care con{ine doi
compusi bioactivi, si anume nanoparticule compozite polimerice pe baza de argint
si exosomi cu proprietdti antibacteriene, respectiv regenerative.

Procedeul de obfinere a pansamentelor constd intr-o prima etapa in
prepararea gelului de fibrind, pornind de la fibrinogen uman 85 % si trombina
1%, urmatd de amestecarea acestuia cu o suspensie de nanoparticule polimerice
pe baza de argint 4 % $i cu o suspensie de exosomi derivati din celule stromale
mezenchimale umane 10 %.

Analiza histopatologica a procesului de reparare tisulara la soareci care nu
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exprima fibrinogen indica modificari microscopice importante, cu persistenta
hemoragiilor difuze, si o re-epitelizare intarziata a ranilor [PMID: 11389004].

Apare o deficienta a formarii tesutului de granulatie, iar fibrele de colagen
depuse au rezistenta mecanica mica. Modificari majore apar si in ceea ce priveste
dinamica repararii celulare, si in cazul leziunilor cutanate, keratinocitele nu
migreaza sistematic dinspre periferia leziunii catre centrul acesteia.

Adaugarea unei matrici de fibrinogen in mijlocul leziunii, la aceste animale,
favorizeaza migrarea keratinocitelor, subliniind efectul sau pro-reparator .

In afara de formarea fibrinei, cu rol esential in procesul de hemostaza,
fibrinogenul participa si pe alte cai in procesul de reparare a leziunilor [PMID:
16689737].

Fibrinogenul sufera modificari conformationale, expunand epitopi
asemenatori fibrinei, si formeaza elemente fibrilare de ancorare celulara in
structura matricei provizorii ce apare initial in procesul de reparare a leziunilor
cutanate si vasculare [PMID: 9326231].

Astfel, moleculele de integrina, caderine sau selectine, expuse pe
membranele celulelor endoteliale, ale celulelor musculare netede, keratinocitelor,
fibroblastelor sau leucocitelor, asigura aceasta interactiune [PMID: 11460491,
11460494, 11460493].

De asemenea, fibrinogenul poate lega si mentine un nivel crescut al unor
factori de crestere precum FGF-2 si VEGF, favorizand aparitia si maturarea
tesutului de granulatie [PMID: 12920033].

Asociat proceselor de reparare apare si infiltratul inflamator mixt (acut si
cronic) care fagociteaza elementele necrozate, si asigura remanierea tisulara si
apararea impotriva agentilor infectiosi contaminatori.

Fibrinogenul si fibrina moduleaza activitatea monocitelor si macrofagelor,
favorizant maturarea tesutului de granulatie cu scaderea elementelor inflamatorii
[PMID: 11886497].

O alta etapa a procedeului o constituie obtinerea unor nanoparticule astfel :

et
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Nanoparticulele de Ag@PEG (polietilen glicol)/PVP (plovinil
pirolidona) au fost obtinute prin reducere din azotat de argint. Solutia de ionii de
argint (1%) a fost adaugata in picatura, peste solutia de bazica de NaOH (5%), cu
continut de glucoza (0,25%), PEG (0.375%) si PVP (0,375%), 1a 80°C.

Nanoparticulele de Ag@PEG/PVP, cu cristalinitate ridicata, singura faza
cristalina identificata este argintul, nanoparticule care au dimensiuni cuprinse intre
30 si 60 nm, iar cantitatea de PEG si PVP imobilizata pe suprafata
nanoparticulelor este de 16,2%. din masa nanoparticulelor de tipul Ag@PEG/PVP.

Urmeaza o alta etapa de realizare a unei suspensii de exosomi izolati din
mediul de cultura al celulelor stem mezenchimale umane prin ultracentrifugare
(Vonk LA, van Dooremalen SFJ, Liv N, Klumperman J, Coffer PJ, Saris DBF,
Lorenowicz MJ. Mesenchymal Stromal/stem Cell-derived Extracellular Vesicles Promote
Human Cartilage Regeneration In  Vitro. Theranostics 2018;  8(4):906-920.
doi:10.7150/thno.20746).

Exosomi — vezicule extracelulare cu dimensiuni cuprinse intre 30-300 nm
care la suprafata prezinta urmatorii markeri caracteristici: CD 9, CD 63 51 CD 81.

Aceste vezicule au proprietati de stimulare a proliferarii si migrarii
fibroblastelor si keratinocitelor umane precum si efect angiogen (induc formarea
de noi vase de sange).

Conditii de depozitare consituenti hidrogel:

Exosomii se pastreaza la ( minus) -80°C, se decongeleaza pe gheata si se
pastreaza pe gheata pana in momentul incorporarii lor in hidrogel. Inainte de
incorporarea in hidrogel se agita foarte bine suspensia pentru omogenizare.
Exosomii sunt resuspendati intr-o solutie salina.

Modele de soarece knock-out pentru CD9 arata deficiente de re-epitelizare
a ranilor, cu persistenta dehiscentelor tisulare comparativ cu animale de control
[PMID: 21881583].

Se pare ca mecanismul exact la aceste animale este reprezentat de o activare

prelungita a terminal kinazei C-JUN NH2 la nivelul keratinocitelor, cu niveluri
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anormal de ridicate de matrix metaloproteinaza 9 (MMP9), ceea ce duce la o degradare
excesiva a colagenului de tip IV, si deci la o formare defectuoasa a membranelor bazale
vasculare si epiteliale.

CD63 este un rexeptor pentru inhibitorul tisular al metaloproteinazei 1 (TIMP1) si
favorizeaza supravietuirea celulara, remodelarea citoskeletului de actina, adeziunca
intercelulara, dar si migrarea keratinocitelor, prin activarea proteinkinazei 2 FAK.
Accelereaza procesele de angiogeneza prin favorizarea internalizarii VEGFR2 activat
[PMID: 16917503, 24635319, 23632027].

CD81 favorizeaza migrarea celulara intr-un spectru larg, ambele proteine
fiind supraexprimate in tumorile cu caracter invaziv si metastazant [PMID:
31494861].

Teste de migrare celulara pentru vindecarea leziunilor au aratat o localizare
a CD9 si CD81 la nivelul jonctiunilor intercelulare ale keratinocitelor mobile, dar
si o inhibare a migrarii celulare in urma tratamentului cu anticorpi neutralizanti
pentru aceste molecule [PMID: 10844555].

Desi mecanismele exacte ale modului de implicare a celor doua molecule in
repararea ranilor nu sunt cunoscute exact, se pare ca ele realizeaza adeziuni
tranzitorii si reciclarea receptorilor integrinici in timpul migrarii keratinocitelor.

Nanoparticulele de Ag se pastreaza la 4°C, se adauga in hidrogel la
temperatura camerei. Nanoparticulele sunt resuspendate in apa sterila fara
endotoxine.

Fibrinogenul se pastreazala ( minus) - 80°C si dupa decongelare (care nu
se face pe gheata) se pastreaza la temperature camerei pana in momentul utilizarii
si se pipeteaza usor

Trombina se pastreazala ( minus) - 80°C si dupa decongelare se pastreaza
pe gheata pana la utilizare
Etape formare hidrogel:

e Intr-un recipient steril gol primul component care se adauga este

fibrinogenul in procent de 85 % din solutia finala
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e Se adauga apoi nanoparticulele de Ag in procent de 4 %

e Se adauga suspensia de exosomi in tampon salin steril in procent de 10 %

¢ La final se adauga trombina in procent de 1 % si se pipeteaza foarte usor.
Tot amestecul se face la temperatura camerei si apoi se aplica la nivelul plagii.
Toata operatiunea dureaza aproximativ 5 minute.

Produsul rezultat reprezintd un hidrogel biodegradabil constituit din 85%
fibrinogen cu concentratia de 43,4 mg/ml, 1 % trombind de concentratie 3840
NIH/ml, 4 % suspensie de nanoparticule hibride de argint cu concentratia de 1
mg/ml si 10 % suspensie concentratd de exosomi, folosit in vindecarea ranilor
cutanate, datorita proprietatilor antibacteriene §i cicatrizante.

Produsul este formulat pentru aplicare sdptimanald, deoarece cu cit
schimbarea pansamentului are loc mai rar, cu atit este mai confortabil tratamentul

pentru pacienti, iar plaga este Ingrijitd mai eficient.

Exemplu de realizare al inventiei

Noul pansament se realizeaza astfel incat intreaga procedurd dureazd cca.
15 minute.

Pentru obtinerea hidrogelului de fibrind cu diametrul 10-12 mm si grosime
~1 mm s-au utilizat 101.2 pl fibrinogen de concentratie 43.4 mg/ml (solubilizat in
apa), 12,5 ul suspensie de exozomi (resuspendati in PBS), 5 ul suspensie de
nanoparticule Ag+EG-PVP / de concentratie 1mg/ml (resuspendate in apa) si 3 ul

trombina de concentratie 1920 NIH/ml.
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REVENDICARI:

Hidrogel plimeric compozit cu proprietati antibacteriene si cicatrizante
pe bazd de fibrind, caracterizat prin accea ca un hidrogel polimeric
biodegradabil complex este constituit din 85% fibrinogen cu concentratia
de 43,4 mg/ml si 1 % trombind de concentratie 3840 NIH/ml, in amestec cu
4 % suspensie de nanoparticule polimerice pe baza de argint cu concentratia
de 1 mg/ml si in amestec cu 10 % de suspensie concentratd de exosomi
derivati din celule stromale mezenchimale umane.

Procedeu de obtinere a unui hidrogel polimeric compozit cu proprietati
antibacteriene si cicatrizante, conform cu revendicarea 1, caracterizat prin
accea ca intr-o prima etapa in prepararea gelului de fibrina, pornind de la
fibrinogen uman (85 %) $1 trombina (1%), urmatd de amestecarea acestuia
cu o suspensie de nanoparticule polimerice pe bazd de argint (4 %),
obtinute din nanoparticulele de Ag@PEG (polietilen glicol) / PVP (plovinil
pirolidona) au fost obtinute prin reducere din azotat de argint, solutia de
ionii de argint (1%) a fost adaugata in picatura, peste solutia de bazica de
NaOH (5%), cu continut de glucoza (0,25%), PEG (0.375%) si PVP
(0,375%), la 80°C, nanoparticulele de Ag@PEG/PVP, cu cristalinitate
ridicata, singura faza cristalina identificata este argintul, nanoparticule care
au dimensiuni cuprinse intre 30 si 60 nm, iar cantitatea de PEG si PVP
imobilizata pe suprafata nanoparticulelor este de 16,2%. din masa
nanoparticulelor de tipul Ag@PEG/PVP, urmata de o alta etapa de amestec
$i cu 0 suspensie de exosomi izolati din mediul de cultura al celulelor stem

mezenchimale umane in procent de (10 %), prin ultracentrifugare.

"
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3. Procedeu de obtinere a unui hidrogel polimeric compozit cu proprietati

antibacteriene si cicatrizante, conform cu revendicarea 2, caracterizat
prin accea ca, exosomi sunt vezicule extracelulare cu dimensiuni cuprinse
intre 30-300 nm care la suprafata prezinta urmatorii markeri caracteristici:
CD 9, CD 63 si CD 81, aceste vezicule au proprietati de stimulare a
proliferarii si migrarii fibroblastelor si keratinocitelor umane precum si
efect angiogen de a induce formarea de noi vase de sange, exosomii se
pastreaza la -80°C, se decongeleaza pe gheata si se pastreaza pe gheata
pana in momentul incorporarii lor in hidrogel, inainte de incorporarea in
hidrogel se agita foarte bine suspensia pentru omogenizare, exosomii sunt
resuspendati intr-o solutie salina.

Procedeu de obtinere a unui hidrogel polimeric compozit cu proprietati
antibacteriene si cicatrizante, conform cu revendicarea 2 si 3,
caracterizat prin accea ca nanoparticulele de Ag se pastreaza la temperatura
de 4°C si se agdauga in hidrogel la temperatura camerei, ele sunt
resuspendate in apa sterila fara endotoxine, fibrinogenul se pastreaza la
temperatura de -80°C si dupa decongelare, care nu se face pe gheata, se
pastreaza la temperatura camerei pana in momentul utilizarii si se pipeteaza
usor, trombina se pastreaza la temperatura de -80°C si dupa decongelare se

pastreaza pe gheata pana la utilizare.
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Descriere reformulati varianta 1 - modificari bibliografie
HIDROGELURI POLIMERICE COMPOZITE CU PROPRIETATI
ANTIBACTERIENE SI CICATRIZANTE SI PROCEDEU DE OBTINERE A
ACESTORA

Inventia se referd la hidrogeluri si procedeu de realizare a lor destinate a fi folosite
ca produs topic pentru tratamentul si profilaxia leziunilor cutanate acute $i cronice, avand
proprietafi antibacteriene, cicatrizante $i regenerative.

Se cunoaste faptul cad problemele asociate plagilor cutanate, precum formarea
tesutului cicatricial fibros, pierderea temporari sau permanenti a func;iillor pielii si
posibilitatea de infectare a plégii, care poate duce la extirparea tesutului afectat sau chiar
la amputarea membrului, pot evolua frecvent citre morbiditate severd si mortalitate.
Astfel, aceste patologii constituie nu numai o grava problema de sanétate, dar si o povard
financiard majord asupra sistemelor nationale de sdnitate.

In acest context, hidrogelurile polimerice utilizate ca pansamente pentru
tratamentul pldgilor cutanate reprezintd un subiect de mare interes la nivel global.

Procesul natural de vindecare a ranilor este unul complex si dinamic, implicind o
multitudine de mecanisme celulare strins corelate (Wilkinson & Hardman, 2020). Initial,
are loc oprirea singerérii de la nivelul leziunii, prin formarea unei matrici insolubile de
fibrina. Ulterior, aceasta va permite colonizarea fibroblastelor, celulelor endoteliale si
keratinocitelor, pentru refacerea tesutului cutanat afectat (Aderibigbe & Buyana, 2018;
Stoica et al., 2020; Wilkinson & Hardman, 2020). Astfel, fibrina, un hidrogel natural
format prin polimerizarea ﬁbrinogenului in cadrul cascadei coaguldrii (Heher et al.,
2018), a devenit un biopolimer intens studiat ca material pentru pansamente cutanate.
Avantajele sale considerabile implica posibilitatea izolarii precursorilor séi din surse
autologe si limitarea imunogenicitatii, versatilitatea proprietitilor retelei de fibrini si
biomimetismul mecanismelor de vindecare a pielii, dar §i pretul scézut asociat izolarii
fibrinei In comparatie cu alti polimeri naturali (Bencherif et al., 2017).

Din aceste considerente, la momentul actual existd o serie de brevete in care este
descrisé sinteza unor pansamente pe bazi de fibrina, respectiv hidrogel biodegradabil si

flexibil 1n cadrul brevetului US 6,486,377 B2 (Rapp, 2002), hidrogel sub forma de spuma
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in cadrul brevetului US 8,512,740 B2 (Delmotte, 2013), acoperiri pentru pansamente pe
bazi de fibrind in cadrul brevetului W0/2014/209620 (Bjork ef al., 2014) si hidrogeluri
sau hidrogeluri deshidratate care pot fi sintetizate sub formd de film, spumd sau
amestecuri, in cadrul brevetului W0/2016/160541 (Bjork et al., 2016).

Totusi, studiile actuale se concentreaza pe' imbunétagirea proprietatilor
pansamentelor pe bazd de hidrogeluri de fibrind prin addugarea unor compusi bioactivi
care sa asigure atit caracteristici antibacteriene, cit si stimularea si imunomodularea
capacitatii endogene de regenerare a tesuturilor.

In acest sens, nanoparticulele de argint (Burdusel et al., 2018), pe de o parte, si
exosomii derivati din secretomul celulelor stromale mezenchimale umane (Hu et al,
2016; Rani & Ritter, 2016), pe de alti parte, pot fi introduse la nivelul hidrogelurilor
polimerice pentru a asigura caracteristicile necesare unui pansament ideal.

Cu toate acestea, pand in prezent, in lucrdrile de specialitate nu a fost descrisd
sinteza unui pansament pentru pligile cutanate pe bazd de fibrina, care sa inglobeze
nanoparticule de argint si exosomi derivafi din celulele stem mezenchimale.

Problema tehnicd rezolvatd de inventie este aceea de a realiza hidrogeluri
polimerice compozite pe bazd de fibrina, nanoparticule hibride de argint si exosomi, care
datoritd capacitafii acestor hidrogeluri va imbunétati procesul de vindecare, prin sporirea
fegenerérii tesuturilor de la nivelul rénii si eliminarea riscului de infectare, prin caracterul
lor antibacterian ridicat. Hidrogelul polimeric biodegradabil complex este constituit din
85% fibrinogen cu concentratia de 43.4 mg/ml si 1% trombind de concentratie 3840
NIH/ml, in amestec cu 4% suspensie de nanoparticule polimerice pe bazd de argint cu
concentratia de 1 mg/m! si 10% suspenéie concentratd de exosomi derivati din celule
stromale mezenchimale umane.

Procedeul de obtinere a unui hidrogel polimeric compozit cu proprietafi
antibacteriene si cicatrizante intr-o primi etapi este de prepararea gelului de fibring,
pornind de la fibrinogen uman 85% si trombind 1%, urmatd de amestecarea acestuia cu o
suspensie de nanoparticule polimerice pe bazd de argint 4%, obtinute din nanoparticulele
de Ag@PEG (polietilen glicol) / PVP (polivinil pirolidond), au fost obtinute prin
reducere din azotat de argint, solutia de ioni de argint 1% a fost addugatd in picatur,

peste solutia bazicd de hidroxid de sodiu (5%), cu continut de glucozad (0.25%), PEG
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(0.375%) si PVP (0.375%), la 80°C, nanoparticulele de Ag@PEG/PVP, cu cristalinitate
ridicatd, singura faza cristalind identificati este argintul, nanoparticule care au dimensiuni
cuprinse intre 30 si 60 nm, iar cantitatea de PEG si PVP imobilizatd pe suprafata
nanoparticulelor este de 16.2% din masa nanoparticulelor de tipul Ag@PEG/PVP, urmata
de o altd etapa de amestec si cu o suspensie de exosomi izolati din mediul de cultura al
celulelor stem mezenchimale umane in procent de 10%, prin ultracentrifugare.

Exosomii sunt vezicule extracelulare cu dimensiuni cuprinse intre 30-300 nm,
care la suprafatd prezintd urmétorii markeri caracteristici: CD9, CD63 si CD81, aceste
vezicule au proprietiti de stimulare a proliferdrii si migrérii fibroblastelor si
keratinocitelor umane, precum si efect angiogen, de a induce formarea de noi vase de
sdnge, exosomii se pastreazd la -80°C, se decongeleazd pe gheata si se pastreazad pe
gheatd pan in momentul incorporarii lor in hidrogel, inainte de incorporarea in hidrogel
se agitd foarte bine suspensia, pentru omogenizare, exosomii sunt resuspendati intr-o
solutie salina.

Nanoparticulele de Ag se pastreaza la temperatura de 4°C si se adauga in hidrogel
la temperatura camerei, ele sunt resuspendate in api sterild fird endotoxine, fibrinogenul
se pastreazd la temperatura de -80°C si dupd decongelare, care nu se face pe gheata, se
pastreazd la temperatura camerei pand in momentul utilizarii $i se pipeteazd usor,
trombina se pastreazd la temperatura de -80°C si dupd decongelare se pastreaza pe gheatd
pana la utilizare.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

» biocompatibilitate crescutd a hidrogelului si lipsa imunogenicitétii, datoritd
utilizarii unui biopolimer rezultat din precu:fsori de provenienta umang;

» biodegradabilitate si bioresorbabilitate a componentelor hidrogelului, fard
formarea unor compusi secundari toxici; .

"= actiune stimulatoare de regenerare, refacere si vindecare a tesutului cutanat,
datoritd biomimetismului fibrinei si al exosomilor;

» actiune antibacteriand, datoritd nanoparticulelor polimerice hibride pe baza de
argint;

» reducerea disconfortului la schimbarea pansamentului, datoritd formuldrii

destinate pentru aplicare sdptdmanald;

Q\'}
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» cost redus de productie.

Se prezintd, in continuare, un exemplu concret, nelimitativ, de realizare a
inventiei.

Astfel, prin prezenta inventie se propune realizarea unui hidrogel polimeric
complex, constituit din fibrini ca biopolimer natural care contine doi compusi
bioactivi, si anume nanoparticule compozite polimerice pe bazd de argint si exosomi cu
proprietiti antibacteriene, respectiv regenerative.

Procedeul de obtinere a pansamentelor constd intr-o primd etapa in prepararea
gelului de fibrina, pornind de la fibrinogen uman 85% si trombind 1%, urmatd de
amestecarea acestuia cu o suspensie de nanoparticule polimerice pe bazi de argint 4%
si cu o suspensie de exosomi derivati din celule stromale mezenchimale umane 10%.

‘ Analiza histopatologicd a procesului de reparare tisulari la soareci care nu
exprimd fibrinogen indicd modificari microscopice importante, cu persistenta
hemoragiilor difuze, si o re-epitelizare intarziatd a ranilor (Drew et al., 2001).

Apare o deficientd a formérii fesutului de granulatie, iar fibrele de colagen depuse
au rezistentd mecanicd micd. Modificdri majore apar si in ceea ce priveste dinamica
repardrii celulare §i in cazul leziunilor cutanate, keratinocitele nu migreaza sistematic
dinspre periferia leziunii citre centrul acesteia.

Addugarea unei matrici de fibrinogen in mijlocul leziunii, la aceste animale,
favorizeazad migrarea keratinocitelor, subliniind efectul sdu pro-reparator.

in afara de formarea fibrinei, cu rol esential in procesul de hemostazi,
fibrinogenul participd si pe alte cdi in procesul de reparare a leziunilor (Laurens ef al.,
2006). | | |

Fibrinogenul suferd modificari conformationale, expunand epitopi asemandtori
fibrinei, §i formeazd elemente fibrilare de ancorare celulard In structura matricei
provizorii care apare initial in procesul de reparare a leziunilor cutanate si vasculare
(Guadiz et al., 1997).

Astfel, moleculele de integrind, caderine sau selectine, expuse pe membranele
celulelor endoteliale, ale celulelor musculare netede, keratinocitelor, fibroblastelor sau
leucocitelor, asigurd aceastd interactiune (Bennett, 2001; Martinez et al., 2001; Ugarova

& Yakubenko, 2001). 3
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De asemenea, fibrinogenul poate lega si mentine un nivel crescut al unor factori
de crestere, precum FGF-2 si VEGF, favorizind aparitia si maturarea tesutului de
granulatie (Rybarczyk et al., 2003).

Asociat proceselor de reparare apare si infiltratul inflamator mixt (acut si cronic),
care fagociteazi elementele necrozate si asigurd remanierea tisulara si apdrarea impotriva
agentilor infectiosi contaminatori.

Fibrinogenul si fibrina moduleazd activitatea monocitelor si macrofagelor,
favorizdnd maturarea tesutului de granulatie, cu scaderea elementelor inflamatorii (Kubo
etal.,2001).

O alta etapa a procedeului o constituie ob‘;ineréa unor nanoparticule, astfel :

Nanoparticulele de Ag@PEG (polietilen glicol)/PVP (polivinil pirolidoni) au
fost obtinute prin reducere din azotat de argint. Solutia de ioni de argint (1%) a fost
adiugats in piciturs, peste solutia de bazica de hidroxid de sodiu (5%), cu continut de
glucoza (0.25%), PEG (0.375%) si PVP (0.375%), 1a 80°C.

Nanoparticulele de Ag@PEG/PVP, cu cristalinitate ridicatd, singura faza
cristalind identificata este argintul, nanoparticule care au dimensiuni cuprinse intre 30 si
60 nm, iar cantitatea de PEG si PVP imobilizatd pe suprafata nanoparticulelor este de
16.2% din masa nanoparticulelor de tipul Ag@PEG/PVP.

Urmeaz3 o altd etapa de realizare a unei suspensii de exosomi izolafi din mediul
de culturd al celulelor stem mezenchimale umane prin ultracentrifugare (Vonk et al.,
2018).

Exosomii - vezicule extracelulare cu dimensiuni cuprinse intre 30-300 nm, care la
suprafata prezinti urmatorii markeri caracteristici: CD9, CD63 si CD81.

Aceste vezicule au proprietati de stimulare a proliferdrii si migrarii fibroblastelor
si keratinocitelor umane, precum si efect angiogen (induc formarea de noi vase de sange).

Conditii de depozitare pentru constituentii hidrogelului:

Exosomii se pastreaza la -80°C, se decongeleazd pe gheatd si se pastreazd pe
gheatd pand in momentul incorporirii lor in hidrogel. Inainte de incorporarea in hidrogel,
se agitd foarte bine suspensia pentru omogenizare. Exosomii sunt resuspendati intr-o
solutie salina.

Modelele de soarece knock-out pentru CD9 aratd deficiente de re-epitelizare a
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ranilor, cu persistenta dehiscentelor tisulare, comparativ cu animalele de control (Zhang
et al.,2012).

Se pare ca mecanismul exact la aceste animale este reprezentat de o activare
prelungitd a terminal kinazei C-JUN NH, la nivelul keratinocitelor, cu concentratii
anormal de ridicate de matrix metaloproteinazd 9 (MMPY), ceea ce duce la o degradare
excesivd a colagenului de tip IV si deci la o formare defectuoasd a membranelor bazale
vasculare si epiteliale.

CD63 este un receptor pentru inhibitorul tisular al metaloproteinazei 1 (TIMP1) si
favorizeaza supraviefuirea celulard, remodelarea citoscheletului de actind, adeziunea
intercelulard, dar si migrarea keratinocitelor, prin activarea proteinkinazei 2 FAK.
Accelereazd procesele de angiogenezid prin favorizarea internalizarii VEGFR2 activat
(Jung et al., 2006; Lee et al., 2014; Tugues et al., 2013). '

CD81 favorizeazd migrarea celulard intr-un spectru larg, ambele proteine fiind
supraexprimate in tumorile cu caracter invaziv i metastazant (Mizoshiri et al., 2019).

Testele de migrare celulard pentru vindecarea leziunilor au aratat o localizare a
CD9 si CD81 la nivelul jonctiunilor intercelulare ale keratinocitelor mobile, dar si o
inhibare a migrarii celulare in urma tratamentului cu anticorpi neutralizan{i pentru aceste
molecule (Pefias et al., 2000).

Desi mecanismele exacte ale modului de implicare a celor doud molecule in
repararea ranilor nu sunt cunoscute exact, se pare ci ele realizeazd adeziuni tranzitorii $i
reciclarea receptorilor integrinici in timpul migrarii keratinocitelor.

Nanoparticulele de Ag se pistreazd la 4°C si se adaugd in hidrogel la
temperatura camerei. Nanoparticulele sunt resuspendate in apa sterila fara endotoxine.

Fibrinogenul se pistreazi la -80°C si dupad decongelare (care nu se face pe
gheatd) se pastreazd la temperatura camerei péana in momentul utilizarii §i se pipeteaza

usor.

Trombina se pastreazi la -80°C si dupd decongelare se péstreaza pe gheatd pand
la utilizare.

Etapele formadrii hidrogelului:

« Intr-un recipient steril gol, primul component care se adaugi este fibrinogenul in

procent de 85% din solutia finala;
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= Se adaugd apoi nanoparticulele de Ag in procent de 4%;

= Se adauga suspensia de exosomi, in tampon fosfat salin (PBS) steril, In procent
de 10%;

« La final, se adaugd trombina in procent de 1% si se pipeteaza foarte ugor.

Tot amestecul se realizeazi la temperatura camerei si apoi se aplicd la nivelul
plagii.

Toatd procedura dureaza aproximativ 5 minute.

Produsul rezultat reprezintd un hidrogel biodegradabil constituit din 85%
fibrinogen cu concentratia de 43.4 mg/ml, 1% trombind de concentratie 3840 NIH/ml,
4% suspensie de nanoparticule hibride de argint cu concentratia de 1 mg/ml si 10%
suspensie concentratd de exosomi, folosit in vindecarea rénilor cutanate, datoritd
proprietatilor antibacteriene si cicatrizante. ' '

Produsul este formulat pentru aplicare siptiménald, deoarece cu cét schimbarea
pansamentului are loc mai rar, cu atit este mai confortabil tratamentul pentru pacienti, iar

plaga este ingrijitd mai eficient.

Exemplu de realizare a inventiei

Noul pansament se realizeazd astfel incat intreaga procedurd dureazi cca. 15
minute. |

Pentru obtinerea hidrogelului de fibrind cu diametrul de 10-12 mm si grosimea de
~] mm s-au utilizat 101.2 pl fibrinogen de concentratie 43.4A mg/ml (solubilizat in apd),
12.5 pl suspensie de exosomi (resuspendati in PBS), 5 ul suspensie de nanoparticule
Ag@PEG/PVP de concentratie 1 mg/ml (resuspendate in apd) si 3 pl trombind de
concentratie 1920 NIH/ml].
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Descriere reformulati varianta 1 - modificari bibliografie

REVENDICARI:

1. Hidrogel polimeric compozit cu proprietiti antibacteriene si cicatrizante pe bazd
de fibrind, caracterizat prin aceea ci un hidrogel polimeric biodegradabil complex
este constituit din 85% fibrinogen cu concentratia de 43.4 mg/ml si 1% trombina de
concentratie 3840 NIH/ml, in amestec cu 4% suspensie de nanoparticule polimerice
pe bazd de argint cu concentratia de 1 mg/ml si In amestec cu 10% suspensie
concentratd de exosomi derivati din celule stromale mezenchimale umane.

2. Procedeu de obtinere a unui hidrogel polimeric compozit cu proprietati
antibacteriene si cicatrizante, conform cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea
cd Intr-o prima etapa in prépararea gelului de fibrinﬁ, pornind de la ﬁbrinogeﬁ uman
(85%) si trombind (1%), urmati de amestecarea acestuia cu o suspensie de
nanoparticule polimerice pe bazi de argint (4%), obtinute din nanoparticulele de
Ag@PEG (polietilen glicol) / PVP (polivinil pirolidond) au fost obtinute prin
reducere din azotat de argint, solutia de ioni de argint (1%) a fost addugatd in
picaturd, peste solutia bazicid de hidroxid de sodiu (5%), cu continut de glucoza
(0.25%), PEG (0.375%) si PVP (0.375%), la 80°C, nanoparticulele de
Ag@PEG/PVP, cu cristalinitate ridicata, singura fazi cristalind identificatd este
argintul, nanoparticule care au dimensiuni cuprinse intre 30 si 60 nm, iar cantitatea
de PEG si PVP imobilizatd pe suprafata nanoparticulelor este de 16.2% din masa
nanoparticulelor de tipul Ag@PEG/PVP, urmatd de o alti etapd de amestec si cu o
suspensie de exosorrﬁ izolati din mediul de cﬁlturé al celulelor stem mézenchimale
umane in procent de 10%, prin ultracentrifugare.

3. Procedeu de obtinere a unui hidrogel polimeric compozit cu proprietiti
antibacteriene si cicatrizzinte, conform cu revendicarea 2, caracterizat prin acéea
cd exosomii sunt vezicule extracelulare cu dimensiuni cuprinse intre 30-300 nm, care
la suprafatd prezinta urmatorii markeri caracteristici: CD9, CD63 si CD81, aceste
vezicule au proprietdti de stimulare a proliferdrii si migrarii fibroblastelor si
keratinocitelor umane, precum si efect angiogen, de a induce formarea de noi vase de
snge, exosomii se péstreazd la -80°C, se decongeleazi pe gheatd si se pastreazd pe
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gheatd pand in momentul incorpordrii lor in hidrogel, Inainte de incorporarea in
hidrogel se agitd foarte bine suspensia pentru omogenizare, exosomii sunt
resuspendati Intr-o solutie salina.

Procedeu de obtinere a unui hidrogel polimeric compozit cu proprietiti
antibacteriene si cicatrizante, conform cu revendicarea 2 si 3, caracterizat prin
aceea ci nanoparticulele de Ag se pastreazd la temperatura de 4°C si se adaugd In
hidrogel la temperatura camerei, ele sunt resuspendate in api sterild fird endotoxine,
fibrinogenul se pastreazi la temperatura de -80°C si dupa decongelare, care nu se
face pe gheatd, se péstreazi la temperatura camerei pand in momentul utilizirii si se
pipeteazd usor, trombina se péstreazd la temperatura de -80°C si dupd decongelare se

pastreaza pe gheatd pand la utilizare.
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