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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
biomaterial compozit poros cu proprietati de stimulare
a regenerarii tesutului dermic. Procedeul, conform
inventiei, consta in etapele: preparare a unei solutii de
alginat de sodiu de concentratie 3%, respectiv, a unei
solutii de gelatina 4%, precum si a unei solutii de alcool
polivinilic de concentratie 10%, prin dizolvare in apa
ultrapura, sub agitare continud, racirea solutiilor prepa-
rate la temperatura de maximum 40°C, amestecare cu
agitare puternica, iTn rapoarte masice de
1:0,2...0,5:0,1...0,4, adaugare a unei pulberi de metilce-
luloza, urmata de racire si adaugare a 0,01...0,1%

fibronectind sau heparina, repartizarea compozitiei
polimerice n placi Petri si incubarea la 4°C timp de
30 min, reticulare a gelurilor prin imersare intr-o solutie
de clorurd de calciu 2% timp de 2...3 h, urmata de
spalare repetatd de 3..5 ori, liofilizarea gelurilor
reticulate timp de 48...72 h, urmata de taierea la dimen-
siuni, din care rezultd un biomaterial poros la dimen-
siuni dorite care este sterilizat prin iradiere cu radiatii
UV, timp de 8...12 h.
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Prezenta propunere de inventie se referd la un nou biomaterial compozit poros pe bazid de
polimeri naturali si sintetici utilizabil in medicind ca suport pentru stimularea procesului de
regenerare a leziunilor {esutului dermic, precum si la un procedeu de obtinere al acestuia.

Biomaterialul se prezintd sub formd de compozit polimeric cu structurd poroasa,
biocompatibil si biodegradabil, cu proprietiti fizico-chimice si biologice care stimuleaza viabilitatea,
proliferarea si aderarea celulelor specifice tesutului dermic (fibroblaste, keratinocite) in structura sa
alveolars, facilitand astfel procesul de vindecare a leziunilor.

Pielea este cel mai vast si complex organ al corpului uman, care joacd un rol important in
mentinerea homeostaziei, precum si in protectia fatd de mediul inconjuritor si impotriva agentilor
patogeni. Structura complex3, ierarhici si stratificatd a pielii acfioneazi ca o bariera fizicid impotriva
patrunderii de xenobiotice in organism si, de asemenea, regleaza transportul apei si a metabolitilor in
afara organismului (Lee V et al., Tissue Engineering C: Methods, 20, 473-484, 2014; Yan WC et
al., Advanced Drug Delivery Reviews, 132, 270-295, 2018). Rinile care provin din traume fizice sau
chimice pot compromite semnificativ bariera pielii si pot afecta functiile sale fiziologice. in cazul in
care o parte importanti a pielii a fost pierdutd in urma unei traume, inlocuirea pielii lezate cu grefe
devine criticd pentru a proteja pierderea apei din organism, a atenua riscul reprezentat de agentii
patogeni si a promova procesul de vindecare.

Folosirea de biomateriale pe bazi de polimeri naturali §i sintetici, care se aseamani structural
si functional cu tesuturile umane, precum si a unor surse de celule reprezinti o alternativi la grefele
de piele (Jang J et al.,, Biomaterials, 156, 88-106, 2018). Aceste biomateriale trebuie sa
indeplineasca anumite caracteristici, cum ar fi: s fie usor de manevrat si aplicat pe suprafata lezata,
sé fie biodegradabile, necitotoxice, sd prezinte o reactivitate inflamatorie minima, si fie bine tolerate

de organism, si stimuleze proliferarea si aderarea celulars, s aibd proprietiti fizice si mecanice
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adecvate si sd asigure reconstructia tesutului normal (Vyas & Vasconez, In: Healthcare (Basel,
Switzerland), 2(3), 356-400, 2014).

In ultimii ani, exista un interes crescut pentru dezvoltarea de biomateriale compozite in
vederea autorizdrii lor in constructia unor substituenti echivalenti de piele. Interesul pentru aceste
materiale se bazeaza, in principal, pe faptul ci structura si proprietatile lor sunt similare cu cele ale
matricei extracelulare native (Caliari SR et al., Nature Methods, 13(5), 405-414, 2016).

Se stie cd, matricile poroase pe bazi de polimeri naturali, cum sunt colagenul si gelatina, sunt
biocompatibile, prezinti proprietifi hemostatice, biodegradabilitate controlati, antigenicitate scazuta,
precum si capacitate de a stimula cresterea si proliferarea celulelor (Suarato G et al., Frontiers in
Bioengineering and Biotechnology, 6, 137, 2018). Aplicate pe réni, ca si pansamente, acestea sunt
hemostatice, absorb exudatul rénii si menfin un mediu prielnic pentru cresterea celulelor, stimuléand
astfel procesul de vindecare (Gorgieva S & Kokol V, In: Biomaterials Applications for
Nanomedicine, 17-52, 2011). Studii anterioare au descris o serie de compozite obfinute prin
combinarea biopolimerilor colagen si gelatind cu alti compusi naturali, precum polizaharidele de
origine animali (acid hialuronic, chitosan) sau vegetald (celulozd), polifenoli din plante si diversi
polimeri sintetici biocompatibili (poliuretani, alcool polivinilic, polietilen glicol, acid polilactic,
polivinil pirolidond, etc) (Gaspar-Pintiliescu A et al.,, International Journal of Biological
Macromolecules, 138, 854-865, 2019; Vasile C et al., Polymers, 11(6), 941, 2019; Ripa M et al.,
Brevet RO 132576B1/2021).

In literatura brevetelor s-a raportat ci proteinele si polizaharidele matricei extracelulare,
precum colagenul si glicozaminoglicanii (condroitin sulfat, acid hialuronic) se pot asocia in vitro in
structuri complexe, tridimensionale, care constituie un suport pentru celule din punct de vedere
mecanic §i reprezinti o bazd pentru remodelarea si reepitelizarea tesutului (Brevet RO
115693B1/2000). De asemenea, au fost descrise compozitii pentru ghidarea regenerarii tisulare pe
bazd de colagen si chitosan cu efect in tratarea escarelor pielii. S-a observat cd acest material
compozit conditionat sub formd de bureti, hidrogeluri sau nanofibre, prezintd proprietati
biocompatibile, nu produce inflamatie si este necitotoxic, are performante mecanice bune si eficientd
in stimularea cresterii celulare (Brevet EP 3620186A1/2020). in brevetul W02019175036A1 este
prezentatdi o metodd de obtinere a unui material poros pentru regenerarea tisulard pe baza unui
amestec format dintr-o proteind insolubild, fibroina si polizaharidele acid hialuronic si celuloza.
Produsul realizat prezintd un grad scdzut de biodegradare la locul aplicarii si mimeaza structura

matricei extracelulare. Brevetul W02004002460A1 descrie un produs pentru tratarea pielii lezate pe
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bazd de polimeri sintetici, respectiv carboximetilceluloza si polivinilpirolidond, conditionat sub
forma de filme sau folii spongioase. Inainte de aplicarea pe rand, biomaterialul solid se infuzeazi in

solutii de acid ascorbic, vitamina E sau colagen tip I pentru imbunititirea procesului de regenerare.

Problema tehnicad pe care o rezolvd prezenta propunere de inventie consti in realizarea unui
nou biomaterial condifionat sub formd de compozit polimeric spongios steril, biodegradabil si
biocompatibil, avand in compozitia sa componente biopolimerice, cum sunt: proteina gelatinid si
polizaharidul natural alginat, cu efect de stimulare a procesului de regenerare a tesutului dermic,
precum si polimeri sintetici biocompatibili, alcoolul polivinilic si metilceluloza, care asigurd si
rezistenta mecanicd a produsului. Componentele sunt asociate intr-o maniera care oferd compozitiei
conditionate sub formd de structurd alveolard, proprietdfi imbunititite pentru a asigura un suport
adecvat infiltrarii si aderarii fibroblastelor si keratinocitelor, cu rol in regenerarea tesutului dermic. in
plus, conditionarea sub forma de suport spongios tridimensional conferd celulelor capacitatea de a
initia depozitarea de fesut conjunctiv nou. Adaugarea in compozitia biomaterialului a biomoleculelor
de fibronectind sau heparind, care prezintd proprietdfi de stimulare a aderdrii celulare, accelereazi

procesul de vindecare a rénilor pielii.

Biomaterialul, conform propunerii de inventie, este un compozit polimeric cu structurs
poroasd, steril, biodegradabil si biocompatibil si este constituit din 60...80% gelatind din piele
porcind, cu greutatea moleculard medie cuprinsd intre 90...180 kDa si o substantd uscatd de
0,6...1,0%, 10...30% alginat de sodiu cu véscozitatea de 200.000-400.000 cP, 4...22% polimer
sintetic, ales intre alcool polivinilic cu greutatea moleculard medie de 72 kDa, metilcelulozd cu
vascozitatea de 1500...4000 cP si 0,01...0,1% biomolecule, alese intre fibronectini si heparind, partile
fiind exprimate in greutate.

Procedeul de obtinere al produsului, conform inventiei, constd din aceea ci se realizeaza un
gel compozit prin prepararea inifiald a unei compozifii biopolimerice, urmati de asocierea cu
polimeri sintetici, amestecarea acestor compozitii i adiugarea de biomolecule, reticularea si
spalarea, urmate de liofilizarea, ambalarea si sterilizarea biomaterialului poros obtinut.

Etapele procedeului de obtinere sunt urmétoarele: a) prepararea solutiei de alginat de sodiu de
concentratie 3% prin dizolvarea unei pulberi de alginat de sodiu cu vascozitatea de 200.000-400.000
cP in apd ultrapur, la temperatura de maxim 40 °C, timp de 12...16 ore, cu agitare continud; b)
prepararea solutiei de gelatind 4% prin dizolvarea unei pulberi de gelatind farmaceutici, provenita

)
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din piele de porc, cu greutatea moleculard medie de 90...180 kDa, in apd ultrapurd, sub agitare

continud pe o plitd magneticd, la temperatura de 50...60 °C, timp de 20...30 de minute; c¢) prepararea

solutiei de alcool polivinilic de concentratie 10% se realizeazd prin dizolvarea acestuia in apd
ultrapuréd folosind o baie de apd previdzutd cu agitare, la temperatura de 45...60 °C. Timpul de
dizolvare este de minim 12 ore, dupi care se realizeaza un proces de sonicare timp de 10...15 minute;

d) obtinerea compozitiei polimerice se face dupa ricirea solutiilor de mai sus la temperatura de

maxim 40 °C, dupad care se amestecd, cu agitare puternicd, solutiile de gelatini:alginat:alcool

polivinilic in rapoarte de 1:0,2...0,5:0,1...0,4 g/g/g, peste care se adaugi o pulbere de metilceluloza.

Adidugarea metilcelulozei este urmatid de agitare pe o pliti magneticd la 300...500 rpm, la

temperatura de maxim 40 °C si sonicare la aceastd temperaturd timp de 15...25 minute; ) ricirea

amestecului polimeric la temperatura camerei si addugarea in aceastd compozitie a fibronectinei sau

a heparinei de concentratie 0,01-0,1%; f) repartizarea compozitiei polimerice omogene in pléci Petri

si incubarea acestora la 4 °C, timp de 30 de minute, obtindnd astfel geluri omogene, cu grosimea

constantd de 5...10 mm; g) reticularea gelurilor se face prin imersarea acestora intr-o solutie apoasa
de cloruri de calciu 2%, timp de 2...3 ore, la temperatura camerei, dupd care se spaléd prin imersare in
api ultrapura, timp de minim 5 minute, procedura de spalare se repetd de 3...5 ori; h) liofilizarea
gelurilor reticulate timp de 48...72 ore; i) tiierea la dimensiunile dorite si ambalarea produsului poros
prin introducerea in pungi de polietilend care se sigileazi si, apoi, se sterilizeazi prin iradiere cu
radiatii UV, timp de 8...12 ore.

Biomaterialul compozit poros, obfinut in conformitate cu prezenta inventie, are urmétoarele
avantaje:

e prezintd o eficientd mare in tratarea leziunilor pielii avind in compozitia sa biopolimeri specifici
tesutului dermic (gelatind, fibronectind), precum si polizaharide naturale (alginat de sodiu,
heparind), care prezintd un efect de stimulare a procesului de regenerare a tesutului dermic;

e compozitul reprezintd o matrice suport tridimensionald pentru inglobarea celulelor specifice
tesutului dermic (fibroblaste, keratinocite), in vederea prelungirii timpului de viabilitate si
proliferare a acestora si de inifiere a procesului de vindecare tisulari;

e este biocompatibil, biodegradabil, biodisponibil si necitotoxic;

e produsul nu genereazi inflamatie, actioneazd ca o barierd impotriva infectiilor si asigura

absorbtia optima a fluidelor (exudat) la nivelul tesutului lezat;
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e  biomaterialul compozit patrunde in interiorul leziunii, unde polimerii naturali din compozifia sa
se dizolva la locul aplicérii, printr-un proces de biodegradare controlatd si au un efect sinergic
asupra regenerérii fesutului dermic lezat;

e este usor de manevrat, ceea ce determind reducerea timpului de interventie si al disconfortului
pacientilor;

e  este stabil in timp, nu creeaza toxicitate sau antigenicitate in contact cu organismul;

e procedeul de obtinere este relativ simplu, nu necesita aparaturd complexa si este fezabil.

Prezenta propunere de inventie se ilustreaza prin urmatoarele exemple:

Exemplul 1

Etapa I. Obtinerea solutiilor polimerice

Intr-un vas de sticla cu volumul de 500 mL, se prepara 125 mL solutie de alginat de sodiu de
concentratie 3% prin dizolvarea a 3,75 g pulbere de alginat de sodiu cu vascozitatea de 300.000 cP,
in apd ultrapura, prin agitare continud pe o plitd magneticd, la temperatura de 40 °C, timp de 16 ore.
Separat, se prepard 350 mL solutie de gelatind prin dizolvarea a 14 g pulbere de gelatind
farmaceuticd din piele porcind, cu greutatea moleculard medie de 180 kDa, in apd ultrapura.
Dizolvarea gelatinei se realizeazd la temperatura de 50 °C, timp de 25 de minute, sub agitare
continud pe o plitd magnetica.

Intr-un alt vas de sticla, se prepara 25 mL solutie de alcool polivinilic prin dizolvarea a 2,5 g
pulbere de polimer, in apa ultrapura, cu ajutorul unei bai de apéd previzuti cu agitare, la turatia de
120 rpm, la 60 °C, timp de 14 ore, dupa care se face o sonicare a solutiei polimerice, timp de 10
minute, in vederea eliminarii bulelor de aer formate in timpul agitarii.

Etapa II. Obtinerea gelului polimeric

Se raceste solutia de alcool polivinilic 10% la temperatura de 40 °C si se adaugi peste
amestecul solutiilor de gelatind 4% si alginat de sodiu 3%. Amestecarea se realizeaza prin agitare
continud pe o plitd magnetica, la turatia de 500 rpm. Dupa 2 ore de agitare, la temperatura camerei,
se introduc peste amestecul obfinut 2 mL solutie de fibronectind din plasma bovina de concentratie
0,01% si se omogenizeazi. Se formeaza, astfel, amestecul biopolimeric care se repartizeaza in placi
Petri si se incubeazi la 4 °C, timp de 30 de minute, pentru a se solidifica. Se obtine un gel omogen cu
grosimea de 10 mm, care se reticuleaz prin imersare intr-o solutie de clorurd de calciu 2%, timp de

3 ore. Gelul astfel reticulat se spald in apa ultrapurd, pentru a elimina excesul de clorurd de calciu,

y

prin imersare de cel putin 3 ori, timp de 5 minute.
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Etapa IlI. Uscarea si ambalarea

Uscarea gelului reticulat se face prin liofilizare la temperatura de inghetare de -40 °C si
temperatura de uscare +35 °C, timp de 48 ore. Se obtine un biomaterial poros, care se taie la
dimensiunile dorite si se ambaleazi etans in pungi de polietilend. Se sterilizeazi, apoi, compozitul

poros prin expunere la radiatii UV, timp de 12 ore.

Exemplul 2

Etapele de obtinere a solutiilor polimerice §i a amestecului acestora sunt similare cu cele
prevazute in exemplul 1, cu deosebirea ci améstecul polimeric este constituit din solutii de gelatina
4%, alginat de sodiu 15% si pulbere de metilcelulozad cu vascozitatea de 1500 cP, in raport de
combinare de 1:0,26:0,35 (g/g/g).

Adaugarea pulberii de metilcelulozi cu vascozitatea de 1500 cP peste amestecul de gelatina
si alginat de sodiu se realizeazi la temperatura de 40 °C, prin agitare continua la 500 rpm, dupa care
amestecul polimeric obtinut se supune sonicérii timp de 15 minute, pentru indepartarea bulelor de aer
formate. Dupa ricire la temperatura camerei, peste amestecul polimeric, se adaugad 3 mL heparina
0.01% si se omogenizeazi usor, timp de 30 de minute.

Etapele ulterioare de gelifiere, liofilizare i ambalare corespund celor descrise in cadrul

exemplului 1.

Exemplul 3

Se procedeazd conform exemplului 2, cu exceptia faptului ca, in loc de metilcelulozd cu
vascozitatea de 1500 cP, se foloseste metilceluloza cu vascozitatea de 4000 cP. De asemenea, dupa
ricirea amestecului polimeric la temperatura camerei, se adaugd in aceasti compozitie 1 mL
fibronectind 0.01% si se omogenizeazd usor amestecul. Obtinerea gelului polimeric, uscarea si

ambalarea produsului sunt similare cu cele descrise anterior.

Biomaterialul compozit poros, obtinut conform exemplelor de mai sus, a fost caracterizat
fizico-chimic, biochimic si biologic.

Caracterizarea fizico-chimici a constat in: determinarea porozitatii, densitétii si a gradului
de gonflare, iar caracterizarea biochimica in determinarea gradului de biodegradare, utilizind metode
gravimetrice. Rezultatele analizelor fizico-chimice §i biochimice, prezentate in tabelul 1, au arétat ca

porozitatea probelor are valori moderate, variind intre minim 54,80% pentru varianta 1 si maxim
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62,50% pentru varianta 2, in functie de compozitia acestora. Valorile de densitate a variantelor de
materiale obtinute au variat invers proportional cu porozitatea, varianta 1 avand o densitate mai mare
(0,091 g/cm?), comparativ cu varianta 2 (0,076 g/cm?). Varianta 3 a prezentat valori ale densititii si
porozitatii situate intre valorile primelor doud variante. S-a observat cd o probd martor a prezentat o
porozitate ridicatd (87,22%), iar prin combinarea cu polimeri sintetici se poate regla gradul de
porozitate al biomaterialului poros.

Datele privind gradul de gonflare au aritat ca toate variantele prezinta valori ridicate, situate
intre 610,34% pentru varianta 1 si 727,68% pentru varianta 3. Polizaharidele au proprietatea de
gonflare, astfel ca variantele obfinute in exemplele 2 si 3, care contin metilceluloza, posedd o
capacitate ridicatd de absorbtie a apei, foarte utild in cazul exudatului prezent in leziuni cronice ale

pielii.

Tabelul 1-Caracteristicile fizico-chimice gi biochimice ale variantelor de biomaterial obtinute

. ) Porozitate Densitate Grad de gonflare | Grad de biodegradare
Probe de biomateriale (%) (g/cm®) (%) la 48 h (%)
?c)}(:f?ﬁlhgl:l,ipv:Fn) 24,80 0,091 610,34 82,34
?C)}(:lr:n:lhglzlczMISOO:Hep) 62,50 0.076 727,68 62,86
?()}(:lr?glgl}gM%OO:Fn) 2720 0,087 656,06 94,55
?éaerlt:%g) 87,22 0,056 161,16 90,37

Testul de simulare a biodegradirii variantelor de biomaterial, s-a realizat intr-un mediu
fiziologic similar celui inflamat, in conditii de réanire a pielii (pH 7,4, 37 °C, in prezenta colagenazei).
Probele testate prezintd o biodegradare controlati in timp, care a atins valori de 62-94%, dupad 48 h
de incubare. Astfel, amestecarea gelatinei si alginatului de sodiu cu polimeri sintetici si polizaharide,
si conditionarea ca structuri poroase, nu blochezi actiunea colagenazei, iar degradarea controlati le
asigurd un rol de pansament temporar, care permite formarea de tesut nou in zona afectati, pe masura
ce suportul este biodegradat.

a aderdrii celulelor la structura alveolard a acestora si testarea in vifro a efectului de vindecare

tisulara.
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Biocompatibilitatea in vitro a fost evaluatd pe 2 linii celulare stabilizate: fibroblaste de
soarece NCTC clona 1.929 si keratinocite umane HaCaT, folosind metoda contactului direct, in acord
cu standardul SR EN ISO 10993-5:2009. Pentru aceasta, s-a determinat viabilitatea celulard prin
metoda cantitativi MTT (bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu), dupa cultivarea
celulelor in prezenta variantelor de biomateriale obtinute, timp de 48 de ore. Testul MTT evalueaza
activitatea metabolicd celulard prin capacitatea de reducere a colorantului tetrazolic de cétre
dehidrogenazele mitocondriale. Densitatea opticd a solutiei de formazan formatd este masuratid
spectrofotometric, iar valorile obtinute sunt direct proportionale cu numarul celulelor vii prezente la
finalul incubdrii. Rezultatele viabilitétii celulare, prezentate in tabelul 2, au evidentiat efectul benefic
al variantelor de biomateriale compozite testate asupra viabilititii si proliferdrii celulelor specifice
tesutului dermic (fibroblaste si keratinocite), valorile situdndu-se peste 80% (efect necitotoxic),

comparativ cu martorul de cultura.

Tabelul 2-Viabilitatea celulelor NCTC si HaCaT tratate cu variantele de materiale compozite timp

de 48 de ore

Viabilitate celulard intr-o | Viabilitate celulari intr-o

Probe de biomaterial culturi de fibroblaste cultura de keratinocite
NCTC (%) HaCaT (%)

Martor de culturd 100 100
Exemplul 1 94,71 90,84
(Gel:Alg:APV:Fn)
Exemplul 2 89,92 90,29
(Gel:Alg:CM1500:Hep)
Exemplul 3 88,22 86,84
(Gel:Alg:CM4000:Fn)
Martor 89,92 83,90
(Gel-Alg)

Evaluarea aderdrii celulare la structura poroasd a biomaterialului a fost efectuatd prin
microscopie de fluorescentd utilizand testul LIVE/DEAD, care se bazeazi pe detectia simultand a
celulelor vii (emit fluorescentd de culoare verde) si a celulelor moarte (emit fluorescentd de culoare
rogie). Pentru realizarea acestui experiment, au fost utilizate dou# linii celulare caracteristice
tegumentului, respectiv fibroblastele si keratinocitele, care au fost insiméntate pe suprafata
biomaterialului cu structurd poroasi la o densitate de 5x10* celule/probi si cultivate pentru 48 de ore.
La finalul perioadei de cultivare, biomaterialul a fost tratat cu cei doi reactivi specifici testului

(calceind si bromura de etidiu) §i vizualizate la un microscop de fluorescentad. Rezultatele obtinute

f
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demonstreazi ca, atit fibroblastele cét si keratinocitele au patruns si au aderat ferm in interiorul
structurilor poroase ale biomaterialului (Fig. 1). Densitatea celulard a fost mai mare in cazul
variantelor de compozite obfinute conform exemplelor 1, 2 si 3 (Fig. 1b, lc, 1d), comparativ cu
proba martor (Fig 1a). Celulele aderate prezintd un aspect normal, caracteristic, iar raportul dintre
celulele vii si celulele moarte confirméd rezultatele pozitive obtinute in urma testelor de
biocompatibilitate.

Testarea in vitro a efectului de vindecare tisulari s-a efectuat cu ajutorul unui model
experimental in vifro in care s-au realizat leziuni cutanate (metoda scratch) si s-a evaluat capacitatea
variantelor de biomaterial de a accelera migrarea i proliferarea celulelor pentru acoperirea zonei
lezate. Aceastd evaluare s-a efectuat pe o linie de keratinocite umane HaCaT, insdméntate la o
densitate celulard de 2x10° celule/mL. Dupa 24 ore de cultivare, cind celulele au ajuns la confluenta,
s-a realizat o zgiriere a monostratului celular (leziune cutanati in vitro) si s-au adaugat probele de
biomaterial incubate, in prealabil, in mediul de culturd, timp de 24 de ore (metoda extractului).
Celulele au fost fotografiate imediat dupa zgéariere (timp=0 ore) (Fig. 2 b, c, d) si dupé 24 ore de
tratament (Fig. 2 f, g, h). O culturé de celule zgéariate (Fig. 2 a) si netratate (Fig. 2 e) a servit drept
culturd control. Rata de migrare si de refacere a monostratului celular s-a determinat prin prelucrarea
analitica a imaginilor cu ajutorul programului ImagelJ.

Rezultatele obfinute au aratat cd toate variantele de biomaterial testate, obtinute conform
exemplelor 1, 2 si 3 au fost mai eficiente in refacerea monostratului celular zgéariat (Fig. 2 f, g, h), in
comparatie cu proba control (leziune netratatd) (Fig. 2 e), dupd 24 de ore de tratament. S-a observat
cd, in prezenta variantelor de biomaterial, celulele au avut o capacitate mai mare de a migra si
prolifera in zona lezati, prezentdnd un procent de inchidere a acesteia cu 17-23% mai mult decét in
cazul probei control.

Experimentele realizate demonstreazi ca biomaterialul obtinut conform propunerii de
inventie, se prezinti sub formd de compozit polimeric cu structurd poroasd, biodegradabil,
biocompatibil si prezintd proprietiti bioactive si de stimulare a regenerdrii tesuturilor dermice lezate.
Biomaterialul poros se aplicd direct pe suprafata tesuturilor dermice lezate, unde are loc o
biodegradare controlatid a componentelor sale, care asigura celulelor din interiorul biomaterialului un

suport necesar formdrii unui fesut conjunctiv nou si, respectiv, reepitelizarea tesuturilor.
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REVENDICARI

1. Biomaterialul compozit poros, caracterizat prin aceea ci, este constituit din 60...80%
gelatind din piele porcind, cu greutatea moleculard medie cuprinsa intre 90...180 kDa si o substanta
uscatd de 0,6...1,0%, 10...30% alginat de sodiu cu véascozitatea de 200.000-400.000 cP, 4...22%
polimer sintetic ales intre alcool polivinilic cu greutatea moleculard medie de 72 kDa si metilceluloza
cu véscozitatea de 1500...4000 cP si 0,01...0,1% biomolecule, alese intre fibronectind si heparina,
partile fiind exprimate in greutate.

2. Procedeul de obtinere al produsului, caracterizat prin aceea ci, prezintd urmitoarele etape:
a) prepararea solutiei de alginat de sodiu de concentratie 3% prin dizolvarea unei pulberi de alginat
de sodiu cu véscozitatea de 200.000-400.000 cP in api ultrapura, la temperatura de maxim 40 °C,
timp de 12...16 ore, cu agitare continud; b) prepararea solutiei de gelatind 4% prin dizolvarea unei
pulberi de gelatind farmaceutici, provenitd din piele de porc, cu greutatea moleculard medie de
90...180 kDa, in apa ultrapuri, sub agitare continua pe o plitd magnetica, la temperatura de 50...60 °C
timp de 20...30 de minute; c¢) prepararea solutiei de alcool polivinilic de concentratie 10% se
realizeaza prin dizolvarea acestuia in apa ultrapurd, folosind o baie de apa prevazutd cu agitare, la
temperatura de 45...60 °C. Timpul de dizolvare este de minim 12 ore, dupa care se face sonicarea
timp de 10...15 minute; d) obtinerea compozitiei polimerice se face dupa ricirea solutiilor de mai
sus, la temperatura de maxim 40 °C, dupa care se amestecd cu agitare puternica solutiile de gelatina,
alginat de sodiu, alcool polivinilic in raport de 1:0,2...0,5:0,1...0,4 (g/g/g), peste care se adaugéd o
pulbere de metilceluloza. Adaugarea metilcelulozei este urmata de amestecare la 300...500 rpm, la
temperatura de maxim 40 °C si sonicare la aceastd temperaturd, timp de 15...25 minute; €) ricirea
amestecului polimeric la temperatura camerei si addugarea in aceastd compozitie a fibronectinei sau
heparinei de concentratie 0,01...0,1%; f) repartizarea compozitiei polimerice omogene in plici Petri
si incubarea acestora la 4 °C, timp de 30 de minute. Se obtin gelurile omogene, cu grosimea
constanta de 5...10 mm; g) reticularea gelurilor se face prin imersarea acestora intr-o solutie apoasa
de clorurd de calciu 2%, timp de 2...3 ore, la temperatura camerei, dupi care se spali prin imersare in
apa ultrapurd, timp de minim 5 minute, procedura de spalare se repeta de 3...5 ori; h) liofilizarea
gelurilor reticulate timp de 48...72 ore; i) taierea la dimensiunile dorite si ambalarea produsului poros
prin introducerea in pungi de polietilena, care se sigileaza si, apoi, se sterilizeaza prin iradiere cu

radiatii UV, timp de 8...12 ore.
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Figura 2
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