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Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
dispozitive medicale, cu rol multifunctional, destinate
imobilizarii articulatiilor sau fracturilor. Procedeul, con-
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printare 3D a unui sistem poros functionalizat folosind
filament de acid poli(L) lactic (PLLA) biocompatibil,
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grosimea membrului pe care se aplica si de lungimea
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tului.
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1. Stadiul tehnicii

Inventia se referd la proiectarea unor dispozitive medicale, cu rol multifunctional, care vinin
contact cu tegumentul, cum ar fi ortezele, protezele, bandajele etc, destinate tratamentului in
ortopedie-traumatologie, chirurgie reparatorie si reconstructivd, dermatologie. Ortezele imobilizeaza
o articulatie luxatd care a fost redusd ortopedic sau imobilizeazd un segment anatomic dupa
tratamentul ortopedic sau chirurgical al unei fracturi.

Designul propus asigurd o interfatd poroasa, functionalizata, care contine substante active
implicate in regenerarea cutanata si substante antimicrobiene, care protejeazé tegumentul pe perioada
utilizérii, permitand o respiratie/ventilatie a zonei fixate si accelereaza procesele de vindecare dermo-
epidermicd. De asemenea, substanta activd poate avea actiuni multiple, cum ar fi daca fractura este
asociatd cu o arsurd sau deteriorare de altd natura a tesutului epitelial.

Orteza, cu rol de imobilizare si de sustinere, are o rigiditate buna, asigurata atit de material,
cat si de forma ei. Este realizata din polimeri termoplastici, printabili 3D, cu o structura poroasa care
se va umple cu substante active. Porii ortezei sunt fie proiectati geometric asistat de calculator, cu
forme si distribufie controlate, fie se pot obtine prin alte procedee, dar cu o distributie aleatorie a
formei §i dimensiunii.

Extractele vegetale contin principii bioactive din plante precum trei frafi patati si albastrele,
asociate cu fragmente de cheratind si/sau chitind, precum si cu agenti antimicrobieni, in vederea
maximizdrii actiunii terapeutice. Toate aceste adaosuri se incarcd in porii ortezei printate 3D, intr-o
peliculd de inglobare din polimerul biocompatibil si biodegradabil - polivinilpirolidond (PVP).
Inovarea in cadrul solutiei propuse consta si in efectul combinat, sinergetic al componentelor active.
Pentru asigurarea efectului antimicrobian s-a folosit compusul intermetalic, borurd de magneziu, cu
proprietati antimicrobiene demonstrate.

Orteza este un dispozitiv medical folosit la imobilizarea unei articulatii sau fracturi. Este
recomandati de cétre medicii ortopezi in cazul afectiunilor osoase si ligamentare, avand rolul de a
imobiliza articulatia/fractura, precum si de a reduce durerea la nivelul segmentului anatomic respectiv
contribuind astfel la vindecarea leziunilor [Skirven, Osterman et al, Foundations of Orthotic
Intervention, 2011, 1565-1580].

Aceste orteze sunt fabricate cu ajutorul tehnologiei de printare 3D (cunoscuta si ca fabricare
aditivd), care permite realizarea acestora la dimensiuni adaptabile §i forme personalizate, precum gi a
unui design ergonomic si rentabil. Astfel, se pot obtine progrese foarte mari in timpul terapiei de
recuperare functionald in comparatie cu folosirea altor dispozitive medicale. De asemenea, reducerea
timpului de fabricare si a costurilor sunt alte avantaje ale tehnologiilor de fabricatie aditiva relevante
in dezvoltarea si fabricarea ulterioara a ortezelor [Toth, Schiffer et al, Materials & Design, pp. 8-9,
2020]. Totodata, printarea 3D oferd un grad de complexitate crescut al designului. In felul acesta, se
pot crea forme complexe care prin metodele traditionale nu sunt realizabile. In plus, printarea 3D a
ortezelor pentru articulatiile miinii si ale pumnului permite realizarea acestora in serie mic, la
comandd, adaptate conditiilor fiecarui pacient. Astfel, se economisesc materiale_si substante,
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reducandu-se totodati si pierderile excesive si inutile. Modelele propuse sunt fabricate din materiale
biodegradabile, usor de reciclat.

In decursul timpului au fost dezvoltate numeroase tipuri de orteze, unele rimase la nivel de
concept, altele fiind folosite in mod curent.

in 1976 a fost publicat un brevet privind un dispozitiv ortetic electric destinat articulatiilor
mainii, care asigurd prehensiunea degetelor. Orteza este formatd dintr-o flangd pentru a susfine
policele si dintr-o componenta pivotantd pentru celelalte degete ale méinii [Patent US3967321].

O alti inventie din 1980 se referd la o orteza pentru membrul superior care se foloseste pentru
executarea unor migcari pasive sau active, fara a aplica forte directe, acest lucru fiind posibil datorita
arborilor proximali si distali, care sunt uniti la un pivot [Patent US4214577].

In 1988 a fost publicati inventia privind un dispozitiv ortopedic format dintr-o folie flexibila
care inconjoara componenta corpului afectata si dintr-un buzunar pentru a primi un element de intérire
termoformabil, acesta fiind atasat la folie doar partial, pentru a permite pacientului miscarea. Aceasta
orteza prezintd o extensie la articulatia interfalangiana proximald, permitind totodata un grad ridicat
de mobilitate a policelui [Patent EP0275613].

In 1991 a fost publicati o inventie a unui sistem pentru tratarea fracturilor antebratului.
Acest tip de ortezi este format dintr-un element de sustinere rigid si alungit semnificativ, precum si
din anumite dispozitive de fixare si de sustinere la nivelul antebratului [Patent AU6618990]. Tot in
1991, apare o inventie legata de un dispozitiv ortetic adaptat antebratului la pacientii cu boli cronice,
varstnici si persoane cu handicap, care consta intr-un element de blocare, realizat dintr-un material
moale, cu o curea de fixare functionald pentru a plasa antebratul intr-o anumita pozitie. Totodata, un
element de sustinere a mainii este atagat in elementul de blocare, acesta putind fi ajustat pentru a
permite diferite grade de miscare [Patent US5060638].

In 1994 au fost inventate ortezele dinamice cu rezistenta proportionali. Acestea sunt orteze
complexe, care permit miscarea miinii [Patent US5337737]. Tot in 1994 este publicati inventia unor
dispozitive ortetice polimerice. Obiectivul acestei inventii este furnizarea ortezelor preformate,
modelate pentru a se adapta marimii si formei potrivite, fiind previzute cu materiale cu memoria
formei pentru a-si pastra aceeasi configuratie chiar si intr-o varietate de conditii de utilizare [Patent
US5415623].

In 1995 este publicata o inventie privind o ortezi prefabricata din material compozit,
formatd dintr-un cadru din rasind polimericad armata cu fibra de sticla, suficient de flexibil pentru a
asigura o adaptare buni, la care se adaugéd un element de armare din rasina ranforsatd cu carbon si
fibra de sticla, suficient de rigid pentru a asigura imobilizarea necesara [Patent W09531950].

In 1996 este publicata inventia unui tip de ortezd care poate fi utilizati pentru a produce
flexie in articulatia radio-carpiand. Aceastd orteza poate fi utilizatd pentru a produce o miscare de
flexie la nivelul unei articulatii in acelasi timp cu o migcare de extensie la nivelul altei articulatii
[Patent US5503619].

In 1997 este inventatid o ortezd pentru imobilizarea miinii in repaus, formatd dintr-un
element de ateld rigid cu o portiune adaptata si dintr-o portiune care se extinde de la articulatia
radiocarpiana i ajutd ména pacientului sa riméana in flexie [Patent US5637078].

In 1998 este inventata o orteza pentru articulagiile mainii cu separatoare de degete. Aceasta
orteza este formata dintr-un element de baza care sustine mana si degetele, avand si un capac care se
extinde peste zona de sustinere a degetelor. De elementul de bazi este fixatd si o curea flexibild, care
se extinde lateral peste separatoarele dintre degete. Capacul si separatoarele sunt alcituite dintr-un
material lavabil care asigurd absorbtia transpiratiei [Patent US5766142]. In acelasi an este publicati
o inventie legatd de o orteza a articulatiei radiocarpiene si a miinii, formata dintr-un corp de sustinere
si dintr-o ateld rigida in forma de lingura plasata pe peretele interior al corpului de sustinere al ortezei
[Patent US5772620]. Tot in 1998 apare o inventie cu privire la o orteza pentru articulatiile mainii cu
suport interschimbabil pentru police, formata dintr-un element de baza alcatuit din mai multe portiuni
pentru articulatia radiocarpiand, mana si degete. Elementul cilindric este fixat cu ajutorul unui pivot
de capacul adiacent. Acesta prezinti o deschidere pentru capacul cilindric detasabil, iar in_exteriorul
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acestuia se afld un alt element reprezentat de o curea care se extinde peste policele pacientului [Patent
US5782784].

fn 2000 este publicati o inventie legati de o ortezd de pumn cu ména in repaus dorsal, formati
dintr-o ateld rigidé, care are o porfiune special creata pentru a se potrivi cu partea dorsald a articulatiei
radiocarpiene. O ciptuseala rezistentd alaturi de nigte curele se extind de-a lungul suprafetei interioare
a ortezei, pentru a se fixa pe antebrat, articulatia radiocarpiand si degetele pacientului [Patent
US6120471]. In acelasi an este inventatd o ortezi pentru articulatia radiocarpiani si articulatiile
mainii. Aceasta cuprinde in combinatie o componentd alungits, flexibild, relativ subtire cu o laturad
adaptatd regiunii hipotenare a méinii. Aceastd ortezd este dintr-un elastomer [Patent US6142966].
Tot in 2000 este publicata inventia legatd de o orteza pentru articulatia pumnului si a degetelor. Orteza
cuprinde o ateld flexibild intinsa de la antebrat la varfurile degetelor si de o multitudine de curele.
Pentru a traversa degetele pacientului, curelele au anumite capete care se atageazi in zone speciale,
acestea fiind diferentiate cu ajutorul unor culori pentru usurinta in utilizare [Patent US6165148].

In 2001 este publicati o inventie privind o ortez3 pentru supinatia si pronatia a antebrafului,
care cuprinde o mangeta fixatd pe brat, o componenta pentru antebrat, un suport adiacent pentru cot,
un conector pentru articulatia pumnului care include un braf oscilant, un capit creat pentru articulatia
pumnului si un capit conectat cu un pivot plasat la nivelul antebratului, o mansetd pentru articulatia
pumnului si un mecanism de oscilatie [Patent US6179799B]. In acelasi an este inventati o ortezi a
antebratului si a méinii, deformabild. Orteza are o componenta semi-rigida deformabild cu doua pléci
unite intre ele. Curelele sunt atasate de capac, iar insertia formata este Inchisa complet cu un fermoar
[Patent US6024714].

in 2002 este publicatd inventia unei orteze pentru articulatiile mainii, formati dintr-o
componenti cu formé sferoidala si o suprafati elipsoidald. Orteza este fixatd in palma pacientului si
asiguri si separarea degetelor unul de celilalt [Patent US6482168].

In 2003 este publicati o inventie legati despre o orteza formata din doud piese pentru pumn
si degete. Acest tip de ortezi include o componenta rigidd pentru antebrat, respectiv pentru articulatia
pumnului si una pentru degete [Patent US2003078530].

In 2004 este publicati o inventie care se refera la o ortezd pentru tratarea patologiilor legate
de articulatia trapezo-metacarpiand §i regiunea acesteia. Aceastd ortezd este formatd din trei
dispozitive care au efecte terapeutice: primul este situat intre police $i index formand primul unghi,
potrivit pentru a permite migcarea; al doilea este situat la nivelul articulatiei trapezo-metacarpiana, ca
un dispozitiv de strdngere adaptat pentru a exercita o fortd de reglare a bazei primului metacarpian;
al treilea este situat in spatele policelui si imbind efectul de elasticitate al materialului situat in primul
unghi [Patent EP1372550]. Tot in 2004 este inventati o ortezi pentru blocarea flexiei dorsale a miinii.
Acest tip de orteza este format din doud elemente rigide de ateld, prima adaptatd méinii pacientului,
iar a doua agezatd pe partea dorsald a articulatiei pumnului, astfel incat flexia dorsald a méinii sa
rdmand blocata [Patent US2004138597].

in 2005 este inventatd o ortezi ambidextrd pentru articulatia radiocarpiand, creatd pentru
articulatiile artrozice. Orteza este formatd dintr-o méneca cu doud invelisuri care formeaza o ateld
detasabila. invelisurile se extind longitudinal cu ajutorul unor deschideri proximale. Pentru o usoard
utilizare, orteza este prevézuta si cu o gaurd pentru trecerea policelui [Patent FR2857854].

in 2006 este publicati o inventie legata tot de o ortezd ambidextrd pentru pumn. Diferenta
constd in faptul cd noua ortezd este prevazutd cu mijloace pentru imobilizarea policelui [Patent
W02006042865]. Tot in 2006 este publicati o inventie care descrie o ortezi a antebratului si a mainii
formati din atele care contin insertii termoplastice modelabile inconjurate de un material captusit. O
multitudine de benzi sunt atasate la cdptugeala atelei pentru a ajuta la corectarea articulatiilor
interfalangiene proximale sau a articulatiilor interfalangiene distale ale degetelor [Patent
US2006264792].

in 2008 se publicd inventia unei orteze pentru articulatia radiocarpiand si a mdinii. Inventia
are o componentd de sustinere adaptatd pentru fixarea antebratului, un suport pentru a intra in contact

cu suprafata palmei si dispozitive de inchidere pentru a acoperi zona metacarpiand [Patent
US2008208093].
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Tipurile de orteze folosite pentru articulatia radiocarpiand si a mdinii pot fi clasificate in
functie de rolul acestora [J.D. Hsu et al, Atlas of orthoses and assistive devices, 2008]. Dupa
mobilitate ortezele pot fi: statice, statice seriale, dinamice si statice progresive. Aceste denumiri
indica optiunile de modele care se pot utiliza pentru a efectua imobilizarea, mobilizarea sau
restrictionarea structurilor respective [Jacob and Noelle, Orthotic intervention for the hand and upper
extremity: Splinting principles and process, 2013].

Calitatea materialelor din care sunt confectionate ortezele antebratului si ale mainii este foarte
importantd, deoarece utilizarea acestora necesitd un contact indelungat cu tegumentul. In ce priveste
fabricarea aditiva, existd mai multe variante de printare 3D a ortezelor, insd procesul de printare,
definitivarea prototipurilor, materialele folosite i costul de productie depind de mai multi factori, in
special de dimensiunea ortezelor si proprietitile materialelor utilizate [Miclaus et al, Materiale
plastice, 54 (1) 98-102, 2017].

Pentru fabricarea ortezelor existd o varietate de optiuni de materiale termoplastice cu
proprietiti diferite de rezistenta. Este important ca materialul ales sa fie potrivit pentru tipul de orteza
dorit, ins3 printre cele mai folosite materiale biocompatibile adecvate printarii 3D mentiondm
urmatoarele: PLA, PLLA, PMMA, POM si PEEK.

Problematica tratarii plagilor, arsurilor si a ulcerelor cutanate continud si fie un domeniu de
actualitate care necesitd solutii inovative dezvoltate pe baza medicinei regenerative. Utilizarea
plantelor medicinale / extractelor naturale constituie o rezolvare concreta in acest sens (M.R. Serafini,
A.G. Guimardes , L.J. Quintans-Janior, P.S. Nunes, I.G. Matos, S.S., A.A. de Souza Araujo. Recent
Patents on Medicinal Plants/Natural Products as a Therapeutic Approach to Wounds and Burns
Healing, Recent Patents on Biotechnology, 2014, 8(3), 231-239), preocuparile stiintifice in
dezvoltarea de noi produse fiind prezentate succint in cele ce urmeaza:

brevetul US 2015/0030708A1 prezintd compozifii pentru tratamentul escarelor, plégilor,
arsurilor si a altor leziuni cutanate, bazate pe compusii naturali din Boswellia, Melaleuca oil,
gel, rasind de aloe si ulei de lavanda, incorporate in dispozitive medicale de tip bandaj;
brevetul WO 2017/122224A1 se referd la o formulare nanobiocompozit pentru vindecarea
plagilor, utilizdnd principii active din chimen (Cuminum cyminum), cu activitate
antiinflamatorie, angiogenica si reepitelizanta;,

brevetul WO 2007/045931A2 propune compozitii bazate pe miere si extracte de plante pentru
tratarea plagilor, prin aplicare directa sau impregnare intr-un substrat compatibil;

brevetul US 2014/20130323337 sustine aplicativitatea extractelor, uleiurilor si pudrelor
vegetale din fam. Zingiberaceae (de ex. cardamon, ghimbir, curcuma) cu efecte in turn-over-
ul colagenului.

2. Problema tehnica rezolvata de inventie

Inventia consta in realizarea unui sistem complex, functional, care pe 1anga rolul mecanic de
imobilizare, are si un rol de inglobare de substante active medical, care si inhibe dezvoltarea
bacteriilor intre ortezi si tegument prin purtarea indelungata, precum si sd accelereze procesele de
vindecare, in situafia unei arsuri, plagi etc. Pentru aceasta structura ortezei este creatd de asa naturd
incét sa poata fi printatd 3D prin tehnologii aditive, precum FFF (FDM), DLP, SLS, SLA etc si prin
structura poroasa sd asigure incarcarea cu substante active.

Porii pot avea forme geometrice proiectate (cuboide, Fig. 1.a, sferice, giroidale etc) sau forme
naturale, asa cum rezultd din procesul de fabricare sau de postprocesare (sablare, atac chimic,
tratament termic in pulbere de sare, amestec de material stabil cu material solubil in apd/alcool, cum
ar fi PVA). Complexele active incércate in porii prototipului (Fig. 1.b) reunesc compusi din clase de
flavone, antociani, acizi polifenol carboxilici, poliacetilene etc, precum si fractii proteice de cheratind
si / sau chitina, cét si pulberi antimicrobiene, respectiv de MgBa. Eficacitatea acestora in procesele
regenerative cutanate a fost demonstrata prin studii in vitro la nivel de keratinocit, fibroblast si celule
endoteliale vasculare:
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a. Protectie celulara fata de apoptoza indusa de atacul bacterian;

b. Stimularea regenerarii epidermale prin mecanisme de accelerare a diferentierii in
stratul bazal si cornos, si a turn-overului keratinocitar;

¢. Stimularea regenerdrii la nivel dermic in conditii de simulare a plagilor cronice;

d. Actiune moderaté asupra stresului oxidativ intracelular;

e. Inhibifie specifica si diferentiatd pe factori de propagare a inflamatiei: citokine IL6 si
IL8 la nivel dermo-epidermic; [CAM - moleculd microvasculard de adeziune endoteliu-monocit, la
nivel vascular, cu rezultat in reducerea activititii enzimatice a metaloproteinazelor matriceale MMP2
si 9, responsabile de dezintegrarea matricei extracelulare.

Aceste actiuni biologice sunt prezentate in brevete si publicatii anterioare (RO 128802 B1/2017 -
Produs dermatocosmetic impotriva imbdtrdnirii, cu efect regenerator, restitutiv, modulator estrogenic i
Jotoprotector; The Development of phytotherapeutic products with action against cutaneous inflammatory
disturbances, Olariu L., Zglimbea L., Dumitriu B., Ene M.D., Nita R A., Dinca G., medalie de aur Euroinvent
2013). De exemplu, extractul din trei frati patati (viola tricolor) actioneaza ca antioxidant in amestec
cu alte extracte (brevet KR20110023437), avand efect de albire (brevet JP 2000159622) si contribuie
la regenerarea pielii (brevet 11.106288). Extractul de albastrele (centaurea cyanus) prezintd actiune
anti-inflamatoare la nivel de endoteliu vascular (inhibitia expresiei moleculei de adeziune ICAM, si
a eliberarii citokinelor pro-inflamatorii IL6 si IL8). In plus, componentele extractului de albastrele
conferd acestuia §i un efect antioxidant si antimicrobian, precum si anti-iritant fati de radiatia UV
prin inhibifia moleculei pro-iritative IL1a (brevet RO 2017/128710 B1, Produs fito-terapeutic
dermatocosmetic cu actiune cumulatd in perturbdri inflamatorii cutanate §i procedeu de preparare
a acestuia). S-a demonstrat actiunea specificd a chitinei si a fractiilor de cheratina, diferentiatd pe
anumiti factori de propagare a inflamatiei, functie de statusul functional celular: reducerea IL6 si IL8
la nivel keratinocitar, actiune moderati asupra stresului oxidativ intracelular, in special asupra apei
oxigenate (efect indus de cheratind), protectie celulard fatid de apoptoza indusa de atacul bacterian,
realizatd de fractiile de cheratina si chitind (B. Dumitriu, L. Olariu, L. Tanase, S. Serbu, C. Gaidau
N. Rosoiu. Modularea in conditii pro-inflamatorii diferentiate in situ a radicalilor liberi oxigenati si
a citokinelor IL6 si IL8 prin fractii polipeptidice bioactive, CONFERINTA STIINTIFICA DE
PRIMAVARA a AOSR 2021, BUCURESTI).

Porii dispozitivului medical vor ingloba principii bioactive in regenerarea cutanata, in special
cele a céror activitate biologica a fost prezentatd anterior. Forma si dimensiunea porilor se poate
controla, astfel incat si inglobeze o cantitate prestabilitd de substanta activa, cu eliberare controlata,
fie printr-un gradient al compozitiei, fie printr-o suprafata textila care si absoarba transpiratia, dar si
sd permitd activarea/reactivarea ei cu substanta activa.

De asemenea, in ansamblul dispozitivului medical vor fi integrafi compusi intermetalici
antimicrobieni (diborura de magneziu, MgB, cerere brevet: P. Badica, D. N. Batalu, M. A.
Grigoroscuta, M. Burdusel, G. V. Aldica, M. Popa, M. C. Chifiriuc, Pulberi, corpuri sinterizate si
acoperiri pe baza de MgB: rezistente la colonizarea microbiana si cu eficienta impotriva biofilmelor
microbiene si metoda de folosire a acestuia, RO 2018 01129A) pentru preventia / tratarea infectiilor

asociate. Integrarea acestora se va face fie in porii configurati prin geometrie 3D, fie prin insertie in
polimerul printabil.

Forma ortezei se poate adapta usor printr-o proiectare CAD parametrizat3, in care se pot stabili
céteva variabile independente, cum ar fi dimensiunea porilor si dimensiunea ortezei. Orteza se poate
printa pland (Fig. 2) si apoi termoforma prin imersare in apa incalzitd la 60-70 °C si modelare rapida
pe ména pacientului (Fig. 3.a, b; dac temperatura este prea mare, membrul se poate izola termic) sau

prin modelare virtuala dupd o imagine 3D scanatd cu mana pacientului si printatd in forma 3D finali,
fara termoformare.

Conform celor aritate, inventia se incadreaza conform regulamentului de aplicare a Legii 64/
1991 la Art. 9 (a)-(c):

|#4]
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a) folosirea neevidenti de mijloace cunoscute, intr-un alt scop si cu obtinerea unor efecte noi,
surprinzéitoare;

b) o noud utilizare a unui dispozitiv ori a unui material cunoscut care elimind dificultati tehnice
imposibil de depasit in mod cunoscut;

¢) o combinatie de caracteristici noi sau cunoscute realizatd in asa fel incat acestea sa isi
potenteze reciproc efectele si si se obtina un rezultat tehnic nou;

3. Avantajele inventiei in raport cu stadiul tehnicii

Avantajele inventiei in raport cu stadiul tehnicii prezentat anterior se pot identifica astfel:

1. sistemul propus poate fi incércat cu substante active care sa fie eliberate progresiv, reducand sau
eliminind necesitatea unui tratament alternativ, sistemul orteza-suport/rezervor medicamentos
functionand simultan;

2. sistemul este proiectat sd poatd fi printat 3D (fabricare aditivd), deci accesibil in cabinetele
ortopedice, permitind personalizarea cu usurintd a dispozitivul in functie de pacient;

3. adaosul antibacterian, MgB:, s-a dovedit eficient in inhibarea activititii bacteriene (Batalu si
colab.,, Materials Science and Engineering C 42, p. 350-361, 2014) si are o bund
citocompatibilitate (Fig. 4);

4. substantele active au rolul de a interveni in mecanisme celulare complementare ce reconstituie
integritatea si functionalitatea tesutului cutanat (B. Dumitriu, M.L. Tanase, L. Olariu, C. Gaidau,
P. Badica, D. Batalu. Innovative combinations of renewable sources’ bioactive compounds with
restoring action on dermal & epidermal homeostasis, medalie de aur EUROINVENT 2021);

5. inglobarea principiilor active in porii ortezelor creaza premizele unei cicatriziri eficiente (Fig. 5)
simultan cu consolidarea osoasi, in cazul imobilizéirii unei fracturi.

Complementaritatea efectelor descrise in stadiul tehnicii pentru compusii vegetali din extractele
de trei frati patati, albastrele si brusture, precum si pentru fractiile de cheratina si chitind, a condus la
ideea inglobdrii acestora in matricea polimerica poroasi, conferind stabilitate compusilor si eliberare
treptati in tesutul lezat. Conform inventiei, utilizarea amestecului de extracte de trei frati patati (Viola
tricolor), albastrele (Centaurea Cyanus), fractii de cheratind si chitind in ansamblul realizat prin
printare 3D este sustinuta de studiile de bio-compatibilitate si actiune specifica in vitro pe care le vom
prezenta in continuare.

a) Evidentierea biocompatibilitafii suporturilor obtinute prin printare 3D: evaluarea statusului
metabolic al keratinocitelor umane normale si evaluarea potentialului citotoxic al polimerului
biocompatibil PVP, simplu sau cu borurd de magneziu.
plastic. S-a optat pentru acest model de probe pentru a asigura o buna eliberare a MgB,, substanta
activa antimicrobiand, ca punct de referintd pentru realizarea in urmatoarea etapd a materialului
printat 3D (din acid poli(L)lactic, PLLA) si incércat cu PVP+MgB,.

Diborura de magneziu (MgB:z)a fost introdusa intr-o solutie de alcool etilic (120 ml) in care in
prealabil s-a dizolvat polimerul PVP (2 g). Solutia s-a amestecat cu ajutorul unei instalatii de
ultrasonare SONICS. Parametrii de ultrasonare au fost: energie 500 kJ, amplitudine 90%, ciclul de
amestecare fiind de 2 min in pulsuri de 7 sec ON si 3 sec OFF. Acoperirea foliei s-a facut prin
imersarea ei In amestec, imediat dupa ultrasonare. Cantitatea de MgB; in solutia indicati a fost: A =
0,0003 g, B=0,0030g,C=0,0307 g, D=0,3282 g 5i E=0,9846 g. Dupa amestecare, foliile acoperite
au fost uscate in aer la temperatura camerei, prin evaporarea alcoolului. Dupa uscare foliile acoperite
au fost tiiate in discuri cu diametrul de 2 cm. Impreuna cu MgB; se pot adiuga prin acelasi procedeu
alte adaosuri, precum cele exemplificate mai sus (extracte de plante s.a.).

Discurile de mai sus au fost incubate in 2 ml mediu de culturd timp de 20 h in conditii de
cultivare celulari (incubator cu COz, 37 °C). Dupa acest interval de timp, s-au prelevat cate

6
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(100%), respectiv 50 ul (50%) si s-a realizat testarea citotoxicitatii prin doud metode corelative ce
evidentiaza activitatea metabolici prin coloratie cu MTS (https://www.promega.ro/-
/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-
proliferation-assay-system-protocol.pdf?la=en) simultan cu eliberarea lactat dehidrogenazei (LDH)
din spatiul citozolic, prin permeabilizarea membranei plasmatice, ca indicator de toxicitate (CytoTox
96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Technical Bulletin).

Rezultatele sunt prezentate in figura 4.

Activitatea metabolici a keratinocitelor, exprimatd de marcarea MTS, se mentine la un nivel
superior sau cel putin egal fata de indicele de toxicitate exprimat de eliberarea LDH, demonstrénd o
buni compatibilitate la nivel epidermal a polimerilor PVP si PLLA. Se observa faptul ca proportia de
50% mediu preincubat/mediu de cultura este optima pentru viabilitatea celulelor epidermale, astfel
incat combinatiile cu MgB; s-au testat in aceastd variantd. Toate concentratiile de MgB» (A, B, C, D,
E) sunt compatibile la nivel epidermal, avand in vedere ca viabilitatea liniei celulare HaCaT (evaluata
prin tehnica MTS) se mentine superioara indicatorilor de toxicitate, evaluatd prin eliberarea LDH in
mediul extracelular.

b) Evidentierea efectelor de regenerare epidermald, stimularea turn-overului si diferentierii
keratinocitare

Procesul de diferentiere este premergétor regenerérii la nivelul epidermului, realizata in tandem
cu accelerarea diviziunii celulare. Reepitelizarea prin diferentierea keratinocitelor (evidentierea
straturilor epidermei: bazal, spinos si cornos prin expresia keratinei 5/14; transglutaminazei-1 si
involucrinei), corelatd cu stimularea multiplicarii celulare este fenomenul primordial al reechilibrarii
statusului functional epidermal. In conditii tipice de cultivare, celulele din linia imortalizati HaCaT
au un fenotip partial sau complet diferentiat datoritd continutului mare de calciu din mediul de culturad
si din serul fetal bovin. In conditii de cultivare la concentrafii mici de calciu, celulele suferd o
transformare reversibila la fenotipul bazal, de la care, in conditii controlate prin concentratii
progresive de calciu se pot induce stadii de diferentiere bine definite, corespunzitoare stratului bazal,
spinos, granulos sau corneum. Determinarea acestor stadii de diferentiere se face prin evidentierea
anumitor proteine si enzime exprimate specific, dupd cum urmeaza: involucrina (stratul corneum si
granulos), transglutaminaza (stratul spinos), keratina K14 (stratul bazal). Concentratia externd de
calciu regleaza diferentierea keratinocitelor in vitro. Keratinocitele cultivate in mediu cu ioni de
calciu 1,2 mM sintetizeaza involucrina si transglutaminaza inainte de a fi confluente, fiind capabile
la confluentd si formeze invelisul cornificat. Modelul experimental stabilit pentru evaluarea
diferentierii epidermale a constat in stabilirea unor serii cultivate in mediu cu concentratii diferite de
calciu, dupd cum urmeazi: Seria A: mediu fara calciu (DMEM fara calciu si magneziu; Gibco 21068-
028, suplimentat cu 1 mM piruvat de Na, 4 mM glutamina, 10% SFB si 1% antibiotic / antimicotic);
Seria B: mediu fard calciu (DMEM fird calciu si magneziu; Gibco 21068-028, suplimentat cu 1 mM
piruvat de Na, 4 mM glutamina, 10% SFB si 1% antibiotic / antimicotic) + cloruré de calciu pana la
12 mg Ca®*.

Testele au fost efectuate pe probe din PLLA printate 3D (Fig. 1.a), care au fost incircate cu
PVP/MgBo/adaosuri (Fig. 1.b) prin metoda descrisd si aplicatd in cazul foliilor de plastic (v.
paragraful 3.a). Compozitiile testate sunt:

3D1= PVP+MgBz+cheratini (alcool etilic 24 ml + PVP 0,4 g + MgB» 0,2 g + cheratina 0,6 g)

3D2= PVP+MgB+chitina (alcool etilic 24 ml + PVP 0,4 g + MgB> 0,2 g + chitind 1 g)
3D3= PVP+MgB; (alcool etilic 24 ml + PVP 0,4 g + MgB» 0,2 g)

3D4= PVP+MgB: + chitina + albastrele + trei frafi patati (alcool etilic 24 ml + PVP 0,4 g +
MgB: 0,2 g + chitind | g + albastrele 0,08 g + trei frati patati 0,2 g)

3D5= PVP+MgBa+ cheratind + albastrele + trei frati patati (alcool etilic 24 ml + PVP 0,4 g +
MgB: 0,2 g + cheratind 0,6 g + albastrele 0,08 g + trei frati patati 0,2 g)
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Celulele, impreuna cu mediul de culturi care a fost in contact direct cu suporturile 3D mai sus
mentionate, au fost incubate timp de 6 zile dupa declansarea diferentierii, apoi marcate si analizate.
Marcarea se realizeazi cu anticorpi specifici (anticorp pentru citokeratind 5/14 conjugat cu PE,
anticorp primar pentru involucrina cuplat cu anticorp secundar conjugat FITC, anticorp primar pentru
transglutaminaza-1 cuplat cu anticorp secundar conjugat PE), iar analiza histogramelor de
fluorescentd s-a facut prin citometrie in flux. In paralel, s-a realizat si analiza dinamicii ciclului
celular, ca procent de celule in faza S si G2/M de diviziune mitoticd (kit DNA cell Cycle — BD
Pharmingen). Rezultatele sunt prezentate in tabelele 1 si 2.

Tabelul 1. Procentul de acumulare in fazele mitotice ale diviziunii celulare (%S+%G2/M).

Secventialitatea ciclului celular — mediu . . . .
fara Ca?* Secventialitatea ciclului celular — mediu +
Diferentiere 7 zile Ca* (12 mg/ml)
% Go/Gl| % S |% G2/M| %S+ %G2/M| % Go/Gl| %S |% G2/M | %S+ %G2/M
Martor 91,87 1.4 6,73 8,13 79.39 10,48 10,13 20,61
D1 61,14 34,79 4,07 38,86 61,57 29,53 8.9 38,43
D2 ’ 39,84 | 3126 | 289
| 55,58
57,93
55,34
Cheratina 0,25 mg/ml + extract
Viola tricolor 0,033%+ extract
Centaurea cyanus 0,033% 82,61 9,03 8,36 17,39 71,79 19,36 8,85 28,21
Chitina 9 pg/ml + extract Viola
tricolor 0,033% + extract
Centaurea cyanus 0,033% 65,07 25,68 9,25 3493 60,47 32,13 7.4 39,53

Tabelul 2. Supraexpresia markerilor de diferentiere epidermala in conditii de
crestere in medii cu i fara calciu ca factor stimulant

Involucrina (strat
Corneum )- Alexa Transglutaminase 1 Cytokeratine 5/14
7 zile diferentiere Fluor 647 - APC-Cy7 (strat spinos) - FITC (strat bazal) - PE
CCat + Ca™ (12 C(Ca +Ca (12 | g | +Ca¥(12
Ca mg/ml) Ca mg/ml) Ca mg/ml)
Martor 737 1047 1331 999 1844 1110
3D1 1182 1458 1244 1189 1597 1538
3D2
3D3 1242 1406
3D4 1052 1213
3D5 1977 1678
Cheratina 0,25 mg/ml + extract Viola tricolor
0,033% + extract Centaurea cyanus 0,033% 1536 1501 1301 1250 1669 1647
Chitina 9 pg/ml + extract Viola tricolor 1481 2186 1292 1260 1947 1839
0,033% + extract Centaurea cyanus 0,033%

Noté! Marcajul celulelor de tabel cu gri reprezinta efect biologic pozitiv in susfinerea mecanismului
de actiune.

Extractele de albastrele si trei frati patati aduc un aport considerabil in stimularea proceselor
de diviziune (amplificarea fazelor mitotice), atit in conditii de dezvoltare restrictive (mediu de cultura
féra calciu), cat si stimulative pentru procesul de diferentiere (mediu de cultura cu supliment de calciu,
12 mg/ml). Efectele sunt remarcabile doar in conditiile incorporairii in matricea suport, in asociere
cu chitind/cheratind, borurd de magneziu si polimer stabilizant PVP. De asemenea, corelat cu turn-
over-ul celular, se remarcd amplificarea diferentierii keratinocitare, in special in stratul bazal,
evenimente corelative ce restabilesc regenerarea epidermala si accelereazi vindecarea cutanati.
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¢) Evidentierea efectelor de regenerare dermicd, stimularea sintezei de colagen in culturi de
fibroblasti dermici normali, HS27

S-a evaluat colagenul secretat ca factor implicat in reconstructia matricei extracelulare prin
determinarea hidroxiprolinei rezultate in urma hidrolizei. Metoda constd in determinarea
colorimetricd a hidroxiprolinei, dupa hidroliza totald a lanturilor polipeptidice. Hidroxiprolina
eliberata prin hidrolizd este oxidatd la pirol cu cloramina B, iar pirolul formeazd cu p-
dimetilaminobenzaldehida un cromofor cu maxim de absorbtie in domeniul 555-560 nm.
Determinarea colorimetricd a hidroxiprolinei s-a facut dupd metoda Woessner, modificata astfel:
probele s-au hidrolizat in acid clorhidric 37%, la 120 °C, timp de 7 ore. Proba hidrolizaté se supune
reactiei de oxidare si apoi de colorare cu o solutie de cloraminé T, respectiv p-DMAB. Dupa ricire
s-a citit absorbanta probelor la 550 nm. Cantitatea de colagen s-a determinat pe baza unui coeficient
de corelatie: 1 mg de colagen contine, in medie, 0,122 mg hidroxiprolind, valorile acesteia fiind
extrapolate din curba de calibrare fatd de standard.

Studiul s-a realizat in doud conditii de stimulare pro-inflamatorie, in vederea simulérii in vitro
a conditiilor patologice determinate de arsuri, rini cronice sau cu vindecare dificila:

1. TNFa 5 ng/ml, 72 h, doza micad/timp lung de actiune, inflamatie sistemica cronicizata;

2. TNFa 15 ng/ml + PMA 0,1 pM, 24 h, inflamatie acutd, asociata cu stres oxidativ pronuntat
(de exemplu, arsuri, pligi severe la debut).

In cazul celulelor tratate timp de 72 h cu substantele de testat in prezenta stimulilor
proinflamatori, se observd un efect marcant (crestere 71%) asupra colagenului dozat la nivel
intracelular doar pentru sistemul 3D2, avand in componentd MgB: si chitind (eficient pentru aplicatii
in téni cronice sau cu vindecare dificild). In cazul fibroblastilor stimulati cu TNFa+PMA (inflamatie
acuti, insotiti de stres oxidativ major) si tratati cu principii active imobilizate in suporturi tip
3D3 si 3D4, cantitatea de colagen extracelular creste cu 28%, respectiv 35%. Astfel, s-a demonstrat
efectul superior §i sinergic al compusilor bioactivi inglobati in matricea polimerica prin stimularea
formarii colagenului in mediul extracelular, ca prim-eveniment al consolidarii structurilor suport,
fibrile si fibre proteice, si regenerare a dermului. Rezultatele directioneaza aplicabilitatea citre terapia
plagilor cronice, respectiv tratament de prima urgentd in lezarea tesutului cutanat.

Prezentarea in detaliu a cel putin unui mod de realizare a inventiei cu referire la figuri

Sistemul poros (Fig. 1-3) functionalizat este obtinut prin printare 3D (fabricare aditiva),
folosind filament de PLLA, material acceptat ca fiind biocompatibil. Porii au forma cuboidala si sunt
obtinuti prin printarea unor retele suprapuse de linii de o anumitd grosime, in functie de rezolutia
imprimantei (de exemplu, 0,2/0,3/0,4/0,5 mm). Se pot obtine si grosimi de straturi mai mari de 0,5
mm, in functie de tipul de filament (simplu sau compozit) sau de rezolutia/viteza de printare dorit3
(schimbénd duza de extrudare, de diametre diferite). Daci se doreste, se pot obtine si rezolufii mai
mari pe imprimante DLP sau SLA, dar se va tine cont ci o dimensiune foarte mica a porilor poate
face dificild incarcarea cu substantd activa. In functie de dimensiunea porilor se poate controla
eliberarea in timp a substantelor active, precum si cantitatea de substanta inglobati (aici porii au rol
de rezervor). Forma finala a ortezei se obtine prin termoformare in apa la temperaturi de 60-70 °C
pentru PLA sau PLLA.

Substanta de baza pentru incércare este PVP+MgB; (Fig. 4), la care se adaugi si alte substante
care actioneazd sinergic (chitind, cheratind, extrase de trei frati patati, albastrele s.a.; Fig. 5).
Concentratia amestecului de incércare se alege astfel incit sd nu se depaseasca limita toxic3, dar in
acelasi timp sa fie eficientd din punct de vedere antibacterian, efect asigurat de pulberea de MgBa.

Suprafata interioard a ortezei va fi in contact cu tegumentul, deci se urmareste ca substanta
activa si fie prezentd pe aceastd parte. Porii creeaza si un efect de capilaritate, ingloband cu usurinti
amestecul lichid.

Grosimea ortezei se poate stabili intre 3-7 mm, in functie de rigiditatea si rezistenta mecanici
necesard. Orteza din figura 3 are o grosime de 5 mm. Forma ei initiala (pland) este proiectati in functie
de grosimea membrului pe care se aplica si de lungimea care se doreste acoperitd. Pirtile imporfante
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ale ortezei sunt (Fig. 3.a): (1) element optional de prindere cu curea sau banda cu arici pentru o fixare
ferma, (2) orificiul mare pentru police, (3) structura poroasd pentru incércare cu substantd activa si
(4) orificii suplimentare optionale, care permit reducerea greutitii ortezei, ventilarea naturald a
tegumentului saw/si cu rol decorativ.

Modul in care inventia este susceptibila de a fi aplicata industrial

Sistemul poros incércat cu substante active poate fi utilizat in ortopedie pentru imobilizarea
articulatiilor sau fracturilor, atit la nivelul membrelor inferioare, cét si la nivelul celor superioare sau
in alte zone ale corpului (de exemplu, de tip corset la nivelul trunchiului).

Sistemul este gandit sa fie dublat de un rol functional antibacterian si de accelerare a vindecarii
unor plagi sau arsuri, porii permitdnd inglobarea de substante active, medicamentoase, dar permit si
o buna ventilare a pielii.
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Revendicari

1. Structuri ortetice poroase caracterizate prin aceea ca porii distribuifi uniform/regulat
sunt proiectati geometric in diverse forme (cuboidd, paralelipipedicd, giroidd, sfericad etc) si
dimensiuni (micronice sau milimetrice).

2. Structuri ortetice poroase, conform revendicarii 1, caracterizate prin aceea ci pot fi
printate 3D din polimeri biocompatibili (PLA, PLLA, PMMA, POM, PEEK, TPU etc) sau cu pori
obtinuti neuniformi, distribuiti neregulat, obtinuti prin tratamente ulterioare (sablare, atac chimic,
amestec de polimer insolubil cu polimer solubil, amestec cu substante volatile etc).

3. Structuri ortetice poroase, conform revendicarii 1, caracterizate prin aceea ci sunt
formate din corpul principal cu structurd poroasd, orificii pentru membre/degete, orificii pentru
ventilare (care pot avea si forme decorative), orificii pentru prindere suplimentard cu benzi cu arici
sau curea.

4. Structuri ortetice poroase, conform revendicirii 1, caracterizate prin aceea ci porii
dispozitivului sunt incércati pentru functionalizare cu amestecuri active antibacteriene, paliative sau
de accelerare a vindecdrii. Amestecurile sunt extracte vegetale cu continut de polifenoli, flavone,
poliacetilene (de exemplu, trei frafi pétati, albastrele, brusture s.a.), fragmente polipeptidice
provenind din structuri macromoleculare de chitind si/sau cheratind, respectiv diborurd de magneziu
(MgB»), in oricare raport de asociere sau dozi activa stabilitd experimental.
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Prezentarea pe scurt a figurilor

Se prezintd mai jos exemple grafice pentru ilustrarea inventiei (Figurile 1 - 5).

Figura 1. a. Model de material polimeric suport proiectat cu pori cuboizi $i printat 3D,
inainte de incéarcare. b. Model poros incédrcat cu amestecul activ.
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Figura 2. Orteza proiectatd 3D (a) si printata 3D (b) inainte de termoformare $i functionalizare,
cu pori care permit incércarea cu substanta activa.
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-\ - a.
Figura 3. Orteza printata 3D, cu pori, termoformatd si functionalizata (a) si fixata pe méana (b).

Profil citatoxic indirect pofimer - diferite proportii de mediu Profil citotoxic Mg B2 inclus in PVP si incubat in mediu de cultura
preincubat in mediu de cultura 20h
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