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DESCRIEREA BREVETULUI: PROCEDEU DE OBTINERE A UNOR HIDROGELURI
COMPOZITE PE BAZA DE COLAGEN SI NANOPARTICULE DE ARGINT PENTRU
PREVENIREA INFECTIILOR DE PLAGA

Vindecarea plagilor cutanate este un proces dinamic si complex care implicd matricea
extracelulars, mediatori solubili si activarea diferitelor tipuri celulare. In cadrul unui proces
normal de vindecare, existd o tranzitie specifica de la fazd inflamatorie la regenerarea tisulara
urmatd de angiogeneza si reorganizare tisulara (Dovi JV, Szpaderska AM 2004). Procesul de
vindccare estc incetinit de existenta unei faze inflamatorii prelungite si a tesutului necrotic care
favorizeaza aderenta si proliferarea bacteriana, precum si formarea de biofilme (Zhao i colab.,
2013). Biofilmele microbiene sunt prezente la aproximativ 6% din rinile acute si la peste 90%
din ranile cronice (Attinger and Wolcott, 2012). In general, infectiile cu producere de biofilme au
o progresie lenta dar, odata stabilite, sunt greu de combatut (Lazér si colab., 2010).
Managementul plagilor cutanate rezida in utilizarea tratamentelor locale cu scopul prevenirii /
tratamentului infectiilor de plagd si al regenerdrii tisulare rapide si eficiente. Structurile
colagenice umede si uscate sunt considerate in prezent una dintre strategiile cele mai eficiente in
tratamentul plagilor cutanate acute si cronice (Grigore si colab., 2017).

Nanoparticulele anorganice prezintd numeroase aplicatii in domeniul biomedical si in industria
farmaceuticd. Anumite tipuri, precum cele metalice, de argint (Ag), cupru (Cu), titan (Ti), fer
(Fe) si zinc (Zn), au demonstrat activititi antimicrobiene semnificative, fiind in prezent
investigate pentru dezvoltarea de noi strategii antimicrobiene, ca alternative la utilizarea
antibioticelor. Este binecunoscut faptul cd argintul utilizat in diferite forme (ex. forma
elementald, compusi anorganici sau formulari organice sau anorganice) poate avea un pronuntat
efect antimicrobian §i chiar favorizeazd vindecarea plégilor atunci cénd este inclus in diferite
pansamente (Michaels si colab., 2009).

Problema pe care inventia o rezolvd constd in inhibarea biofilmelor microbiene, una dintre
cauzele principale ale intarzierii vindecdrii plégilor cronice ale pacientilor cu alte afectiuni de
fond (e.g., diabet, tulburdri circulatorii etc). Plagile cronice reprezintd o nisa favorabild pentru
dezvoltarea biofilmelor datoritd raspunsului imunitar alterat care creste sensibilitatea la infectii,

pe cénd tesutul necrotic ce apare local favorizeaza aderenta microbiana. Biofilmele formate la
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nivelul plagilor cronice influenteazd functionarea celulelor implicate in vindecarea ranii
(neutrofile, celule endoteliale, fibroblaste), raspunsul imunitar cutanat §i angiogeneza (Mihai §i
colab., 2018). Majoritatea hidrogelurilor sau pansamentelor pe bazd de colagen disponibile pe
piata internationald sunt produse colagenice care se utilizeazd cu precautie In tratamentul
plagilor, fiind manipulate de reguléd de cétre personalul medical instruit si, cu toate cd prezinta
numeroase avantaje in vindecarea ranilor cutanate, majoritatea nu prezinta si efect antimicrobian.

Solutia pe care o propune prezenta inventie este dezvoltarea de hidrogeluri (multi)functionale
avansate, pe bazd de colagen si nanoparticule anorganice cu efect antimicrobian, care si
faciliteze vindecarea plagilor cutanate acute si cronice chiar si in cazul unor infectii asociate. De
noile produse ar putea sd beneficieze persoane varstnice, paraplegici sau imobilizati din alte
cauze, boli cronice (i.e. diabet), dar si persoane active cu diferite rdni cronice, arsuri, afectiuni

chimice ale pielii, traume de suprafatd sau profunde si traume mecanice.

Avantajele inventiei:

Biomaterialele pe bazi de colagen si nanoparticule de argint prezintd avantajul ca favorizeaza
vindecarea rénilor prin:

- Asigurarea unui precursor de piele;

- mentinerea unor parametri optimi de umiditate si aerare;

- biocompatibilitate;

- proprietéti hemostatice;

- prevenirea formdrii biofilmelor microbiene.

Se prezinti 1n continuare exemple ale inventiei in legitura cu:

Fig. 1. Modul de obtinere al materialelor colagenice cu nanoparticule de Ag (in una sau doud
etape).

Tabelul 1. Descrierea tehnica a materialelor colagenice obtinute.

Fig. 2. Morfologia celulelor HeLa dezvoltate pe suprafata, la zona de contact si la distantd de
materialul colagenic

Fig. 3. Cuantificarea viabilititii celulare in prezenta materialelor colagenice cu Ag.
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Fig. 4. Expresia markerilor de inducere a apoptozei prin mecanisme extrinseci In prezenia
materialelor colagenice cu Ag.

Fig. 5. Expresia markerilor de activare a metabolismului celular in prezenfa materialelor
colagenice cu Ag.

Fig. 6. Histogramele suprapuse ale ciclului celular al celulelor HelLa mentinute in prezenta
materialelor colagenice cu Ag.

Fig. 7. Reprezentare dot blot a activarii celulelor THP-1 in prezenta materialor colagenice (h-
CLAT -human cell line activation test)

Fig. 8. Expresia citokinelor inflamatorii in culturi de celule epiteliale in prezenta materialelor
colagenice cu Ag.

Fig. 9. Reprezentarea graficé a efectului antimicrobian al materialelor colagenice cuantificat prin
metoda calitativa.

Fig. 10. Reprezentarea grafica a efectului antimicrobian al materialelor colagenice cuantificat
prin metoda cantitativa fatd de celule microbiene planctonice.

Fig. 11. Reprezentarea graficd a efectului antimicrobian al materialelor colagenice cuantificat
prin metoda cantitativa fata de celulele microbiene aderate.

Fig. 12. Pregitirea animalului, excizia bioptici a unei portiuni din piele, si implantarea
materialului colagenic.

Fig. 13. Aspectul plagii la 4 zile de la implantarea materialului colagenic.

Fig. 14. Aspectul pldgii la 4 zile de la inocularea bacteriand si implantarea materialului
colagenic.

Fig. 15. Analiza expresiei IL-1 la nivelul plagii

Fig. 16. Analiza histopatologica al nivelul plagii

EXEMPLUL 1. OBTINEREA HIDROGELURILOR COMPOZITE PE BAZA DE
COLAGEN SI NANOPARTICULE DE ARGINT

Colagenul a fost obtinut prin solubilizare In mediu acid, in prezenta enzimei proteolitice pepsina.
Metodologiile de implementare s-au desfasurat in arii de lucru dedicate pentru fiecare operatie,
cu conditii dc mcdiu si igicnd controlatc. Pentru obtincrca materialului colagenic, au fost
exploatate surse bogate de colagen, respectiv materii prime de origine bovind sau ecvini, de
origine controlata din punct de vedere sanitar-veterinar. Materia prima atent selectionata si cu
trasabilitate inregistratd, a fost supusd procesului de prelucrard primard manuald (etapa

tehnologicd preliminard, ce presupune o succesiune de operatii, respectiv de dezghetare
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controlatd, decontaminare, indepartarea pdrtilor necolagenice sau lipidice, spilare cu minim cinci
volume de apd purd, raportate la materia prima prelucratd), dar si unei prelucrari secundare
(etapd tehnologicd controlatd, ce presupune maéruntirea materiei prime, cu ajutorul unei
echipament de tip tocitor industrial, cu sitd Sirman, cu diametrul ochiurilor de 3-5 mm). Materia
prima astfel prelucratd, a fost portionatd, sub formid de pachete gata de utilizare si supuse
congelarii rapide la -20 °C. Au fost respectare regulile de control interfazic specific materiilor
prime de origine animald, iar loturile de materii prima utilizate s-au introdus in baza de date
privind trasabilitatea extinsi a produsului.

Materia primé de origine bovind, a fost supusd unui procedeu de tratare enzimatica, in mediu
acid, in scopul solubilizdrii colagenului. A fost utilizat un echipament de tip omogenizator
industrial prevdzut cu cuve interschimbabile cu capacitatea utila de 50 L, care asigurd o buna
omogenitate in masad de reactie, cu vitezd de rotatie controlati (de minim 40 rotatii/minut).
Amestecul de extractie a colagenului, a presupus un mediu acid (pH 2-3), asigurat de o solutie de
acid acetic 0.5M (20L), enzimaé preteolitica, pepsind raportul dintre pepsind si substantd uscati a
tesutului luat in lucru, fiind de 1:99-1:5 , ca de exemplu 1:9. Solubilizarea colagenului s-a
desfasurat pe o perioadéd de 48 de ore, in conditii controlate de temperatura (20-25°C), cu agitate
intermitentd monitorizata (40 de rotatii/minut, timp de 20 minute la fiecare ord). indepartarea
tesutului nedigerat s-a realizat prin centrifugare (4 °C, 9000 rpm, timp de 15 minute), obtindndu-
se un gel de colagen, cu o valoare de pH 2.3-2.5, cu aspect albicios-translucid, cu consistentad
vascoasd. Purificarea colagenului a fost realizatd prin dializd, fatd de apa purd, sau prin
diafiltrare, utilizdnd coloane ceramice (cu porozitatea echivalentd de 20 nm), in contracurent fata
de circuitul gelului de colagen, pana la ajustarea valorii pH-ului in intervalul 6.5-7.
Hidrogelurile compozite pe bazd de colagen si nanoparticulele de Ag au fost obtinute prin
reducerea Ag" la Ag®, in-situ (prin adiugarea reactantilor in hidrogelul de colagen) denumiti

(43 =

ulterior “Intr-o etapd”, respectiv obtinerea in prealabil a nanoparticulelor metalice si adaugarea
ulterioara a hidrogelului de colagen, denumité ulterior “in doud etape”. In ambele cazuri probele
au fost supuse omogenizirii mecanice viguroase, in vederea obtinerii unei distributii cat mai

uniforme a particulelor in masa polimericd. In acest sens s-a utilizat ca agent reducédtor, NaBHs,
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respectiv un amestec reducétor bazat pe efectul sinergetic al NaBH; si acidului citric (reducétor
biocompatibil, de tipul antioxidantilor, dar cu efect reducétor cunoscut ca fiind mai redus decat
cel al NaBHy). Ionii citrat joacd si alte roluri in procesul de reducere a ionilor de argint, precum
agent de stabilizare §i de complexare. In vederea controlarii morfologiei particulelor metalice
obtinute si mentinerii acestora sub formd dispersatd, in procesul de sintezd s-a folosit PVP
(polivinilpirolidona), ce favorizeaza obtinerea de structuri plachetare, triunghiulare cu colturi
tegite. Pentru reticularea la rece timp de minim 24h a colagenului s-a utilizat o solutie diluaté de
glutaraldehida. Materialele compozite rezultate sunt rezumate in tabelul 1.

Pentru obtinerea tuturor hidrogelurilor compozite s-a folosit drept precursor o solutie apoasa
diluatd de AgNO3 10 M si borohidrura de sodiu (NaBH4) 1 M. In cazul probelor cu agent
reducédtor mixt si agent dispersant, s-au folosit acid citric 0.3M, respectiv polivinilpirolidona
(PVP) 0,007 M. In final s-au adsiugat 5 mL de apa oxigenata 30% si a fost mentinuti agitarea
pentru aproximativ 10 minute pand cand s-a obtinut culoarea albastru usor inchis (culoare
datorata dimensiunii nanoparticulelor).

In vederea analizarii gradului de eliberare a nanoparticulelor din constitutia hidrogelurilor, a fost

utilizatd spectrometria de masd cu plasma cuplatd inductiv (ICP-MS). Aceastd modalitate de

analizad elementald este indicatd in cazul in care se doreste analizarea unor cantititi reduse de
proba, in care concentratia analitului este mica (de ordinul ppt sau ppb). in acest sens, au fost
realizate solutii de aceeasi concentratie de hidrogeluri pe bazad de colagen si Ag in tampon fosfat
salin din care au fost recoltate probe la intervale fixe de timp si analizate cu ajutorul ICP-MS.
Rezultatele obtinute in cazul probelor cu Ag evidentiaza o eliberare lentd a nanoparticulelor din
hidrogel, concentratia de argint din solutia de PBS fiind de ~28ug/L. dupa 120h de la imersare.
Acest aspect demonstreaza ca materialele obtinute pot asigura o protectie antimicrobiand
prelungita, 5-7 zile, fard a necesita inlocuire, in cazul in care sunt utilizate ca pansamente.

In figura 1 este reprezentatd schema fluxului tehnologic de obtinere a hidrogelurilor compozite

pe baza de colagen si nanoparticule de argint (intr-o etapd, respectiv in doua etape).
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EXEMPLUL 2. ANALIZA CALITATIVA SI CANTITATIVA A TOXICITATII
MATERIALELOR COLAGENICE CU AG SI A MECANISMELOR INTIME DE
INTERACTIUNE CU CELULELE MAMALIENE

Pentru analiza cantitativd a toxicitatii induse de hidrogelurile colagenice cu Ag a fost
utilizatd linia celulard aderentd Hela (American Cell Type Collection [ATCC] CCL-2).
Esantioanele de materiale colagenice cu Ag (2cm?) sterilizate in prealabil prin iradiere UV au
fost distribuite in plici cu 6 godeuri, dupa care au fost spélate cu ser fiziolic steril si echilibrate in
mediu, cu stabilizarea valorii pH la 7,2-7,4. Ulterior, in fiecare godeu continand cite un fragment
de materiale colagenice cu Ag s-au adiugat 3x10° celule. Plicile au fost incubate in mediu
Dulbecco modificat (DMEM:F12) (Sigma, USA), suplimentat cu ser bovin fetal 10% inactivat
termic (Sigma, USA), la 37 °C, in atmosferd umeda cu 5% CO, timp de 24 de ore. Morfologia
celulelor a fost observata la microscopul Zeiss Observer D1 si celulele au fost fotografiate in
contrast de faza utilizand camera AxioCam MRm.

Celulele dezvoltate la zona de contact cu materialele colagenice cu Ag prezintd o
morfologie specifica celulelor apoptotice, moarte (figura 2). Ulterior, materialele colagenice cu
Ag au fost scoase din placile de culturd, fixate in alcool si colorate cu iodura de propidiu.
Ulterior, ambele fete ale fiecarui produs au fost examinate la microscopul de fluorescenta,
confirmndu-se faptul ci celulele HeLa nu au aderat la materialele colagenice.
testul albastru tripan si rezultatele sunt prezentate ca % viabilitate raportat la control in figura 3.
Viabilitatea celulelor HeLLa a fost > 60% pentru toate materialele testate, si > 80% pentru
AgNOs, colagen + NaBH4 intr-o etapd si AgNOs, NaBHg4, acid citric, PVP + colagen in doua
etape, procent care, conform standardelor de evaluare a citotoxicitatii biomaterialelor, indicd un
nivel de citotoxicitate redusa.

Pentru evaluarea mecanismelor de inducere a toxicitatii, celulele mentinute timp de 24h
in prezenta hidrogelurilor compozite pe baza de Ag au fost tripsinizate, centrifugate, si supuse

extractiei ARN cu Trizol (Thermo Fisher Scientific, SUA), conform protocolului producatorului.
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ARN extras a fost uscat pe gheatd si resuspendat in 20 pl. apa fard nucleaze. Concentratia si
puritatea ARN a fost determinaté cu ajutorul spectrofotometrului Eppendorf BioPhotometer plus
(Eppendorf, Germania). ARN total a fost revers-transcris folosindu-se kit-ul High Capacity
c¢DNA Reverse Transcription Kit with RNAse inhibitor (Thermo Fisher Scientific, SUA) pornind
de la 2 ug ARN. Reactia de revers-transcriere s-a realizat in thermocycler-ul BioRad DNA
ENGINE Dyad, folosind programul: 25 °C, 10 min.; 37 °C, 120 min.; 85 °C, 5 min. In reactia de
gPCR au fost introduse cite 50 ng ADNc pentru fiecare proba, mixul de amplificare contindnd si
mix de reactie, TagMan Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, SUA), si
primeri, Tagman Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, SUA) dupa cum urmeaza:
Casp7 (Hs00169152 ml), Casp8 (Hs00154256 ml), Casp9 (Hs00154261 ml), BAX
(Hs00180269 ml), BCL2 (Hs00153350 ml), MCLI (Hs00172036 ml), ARRBI
(Hs00244527 m1) si TRPCI (Hs00608195 ml). Cuantificarea nivelului de expresie a fost
realizatd pe aparatul StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, SUA),
fiecare experiment fiind realizat in triplicat. Conditiile reactiei de amplificare au fost: 95 °C, 10
min.; 40 x (95 °C, 15 sec.; 60 °C, 1 min.). Rezultatele au fost analizate cu StepOne Software v2.3
(Thermo Fisher Scientific, SUA), compararea nivelurilor de expresie relative fiind realizatd prin
metoda AACT. In calitate de control endogen a fost utilizat nivelul de expresie al genei G4APDH.
Apoptoza poate fi initiatd prin una din cele doud cai separate (calea intrinseca sau
extrinsecd), ambele conducdnd la faza finala, efectoare, de executie. In prezenta materialelor
colagenice, calea intrinseca, declansatd de stimuli interni (stres biochimic, alterarea ADN,
starvare, etc) este inhibata, prin rducerea expresiei genelor pentru caspaza 9 si proteinele Bcl2 si
Bax. In schimb, calea extrinsecd, declansata prin legarea ligandului la receptorii "moarte" de pe
suprafata celulei (TNFR1/ FAS) este activatd de catre hidrogelurile colagenice dopate cu Ag

producandu-se inifierea activérii caspazelor in aval, respectiv caspaza 8 si caspaza 7 (figura 4).

Beta-arrestin 1 (ARRBI1) este o proteind adaptor, cu o gama larga de functii celulare si
moleculare, inclusiv in reglarea hipoxiei celulare prin co-localizarea si interactia fizica cu HIF 1a,
care faciliteazd absorbtia glucozei si glicoliza. Modularea expresiei ARB1 sub influenta

materialelor colagenice demonstreazd interferenta cu metabolismul celular (figura 5). Astfel,
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materialele AgNO3, colagen, acid citric, PVP, NaBHs si respectiv, AgNO3, NaBH4, colagen au
indus scdderea semnificativa a acestei proteine, in timp ce AgNO3, colagen + NaBH4 intr-o etapa
si AgNO3, NaBHy, acid citric, PVP + colagen in doud etape au indus cresterea expresiei acestei

proteine.

TRPC1 (Transient receptor potential channel 1) moduleazi concentratiile intracelulare de
Ca2 +, controland evenimentele critice citosolice si nucleare. O caracteristicd tipicd a canalelor
TRP este capacitatea lor de a fi activate de o gama largd de stimuli externi (inclusiv lumina,
sunetul, substantele chimice, temperatura i atingerea), precum si de schimbdrile din mediul local
(Venkatachalam si Montell, 2007, Nilius si Owsianik, 2011). TRPC1 este o componentd
importantd a rispunsului la hipoxie. Expresia crescutd a TRPC faciliteazd influxul de Ca,
fenomen facilitat de hipoxie. Astfel, scidderea drastici a expresiei TRPC1 in prezenta
materialelor colagenice cu Ag, sustine ipoteza cd acestea nu sunt inductori ai hipoxiei, si nu

faciliteaza influxul de calciu (figura 5).

EXEMPLUL 3. ANALIZA INFLUENTEI MATERIALELOR COLAGENICE CU AG
ASUPRA CICLULUI CELULAR AL CELULELOR HELA

Celulele HeLa mentinute timp de 24h 1n prezenta hidrogelurilor compozite pe baza de Ag au
fost tripsinizate, spilate in tampon fosfat salin (TFS) si fixate in 1 ml etanol 70% rece, cel putin
30 de minute la -20°C. Ulterior, celulele au fost spalate in TFS, resuspendate in 100 pl TFS,
tratate cu RNAza (concentratie finald 1 mg/ml) la 37°C timp de 30 minute si colorate cu PI
(concentratie finald 100 pg/mL) timp de 30 de minute la 37°C, cu agitare periodicid. Probele au
fost citite la citometrnl Tn flux Beckman Coulter X1.M si analizate cu programul FlowJo.

Analiza ciclului celular a ardtat ca hidrogclurilc compozitc nu intcrferd cu fazele ciclului

celular al celulelor HeLa mentinute in prezenta materialelor (figura 6).
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EXEMPLUL 4. ANALIZA INFLUENTEI MATERIALELOR COLAGENICE CU
AG ASUPRA ACTIVARII CELULARE (H-CLAT -HUMAN CELL LINE ACTIVATION
TEST)

In acest exemplu s-a utilizat linia de celule THP-1 [ATTC TIB-202], (o linie celulara de
leucemie monociticd umana) ca un surogat pentru celulele dendritice dermice. Aceastd metoda
de testare utilizeazi celule surogat pentru a evalua migrarea celulelor dendritice cutanate la
ganglionii limfatici adiacenti. Un eveniment de sensibilizare a pielii conduce la cresterea
expresiei CD54 si / sau CD86 care este utilizat pentru evaluarea activiarii celulare (Ashikaga si
colab., 2010; Reisinger si colab., 2015; Galbiati si colab., 2016).

Astfel, 4x10° celule THP-1 au fost insdmantate in placi cu 24 de godeuri in mediu RPMI
suplimentat cu 10% ser fetal bovin. La acestea s-a addugat esantionul de material colagenic cu
Ag (1 cm?). La 24 de ore materialul colagenic a fost indepartat, iar celulele au fost centrifugate,
marcate cu CD86 (B72) -PC5.5 (Beckman Coulter B30647) si anti HLA-DR-Pacific Blue
(Beckman Coulter A74781). Celulele marcate au fost analizate la citometrul in flux MoFLO
Astrios Beckman Coulter (utilizind 488-710/45 Height log (CD86-PC5.5) si 405 — 448/59
Height log (anti HLA-DR-Pacific Blue). Analiza s-a realizat utilizand software-ul Kaluza
Analysis version 1.3.

Dupa indepartarea materialului colagenic testat, expresia CD86 si HLA-DR a fost
cuantificatid prin citometrie in flux. Valoarea relativd a fluorescentei comparativ cu controlul
(celule mentinute fara material colagenic) este prezentatd in figura 7. Rezultatele demonstreaza

cd materialele colagenice cu Ag nu induc activarea celulelor THP-1.

EXEMPLUL 5. INFLUENTA MATERIALELOR COLAGENICE CU AG
ASUPRA EXPRESIEI CITOKINELOR INFLAMATORII IN CULTURI DE CELULE
EPITELIALE

ARN total a fost extras utilizadnd reactivul 7rizol (Thermo Fisher Scientific, SUA) si
revers-transcris folosindu-se kit-ul High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNAse

inhibitor (Thermo Fisher Scientific, SUA) conform protocoalelor anterioare. Reactia qPCR s-a
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realizat utilizdnd kit-ul TagMan Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, SUA),
si primeri, Tagman Gene Expression Assays (IL1B (Hs01555410_ml), IL6 (Hs00174131_m1l),
IL8 (Hs00174103 m1l).

Rezultatele prezentate in figura 8 aratd ca hidrogelurile colagenice cu Ag induc o crestere a
expresiei citokinelor pro-inflamatorii IL6 si IL-8, dar sciderea expresiei IL-1. Este binecunoscut faptul
ca inflamatia (denumita si faza de lag a vindecarii unei ulceratii), reprezintd o etapa esentiald
pentru vindecarea ranilor. Aceastd faza este mediatd de leucocite, care, cu ajutorul radicalilor
reactivi ai oxigenului cu proprietati bactericide §i proteazelor eliberate, indeparteaza prin digestie
enzimatici celulele tisulare moarte si celulele bacteriene; inflamatia dureaza céateva zile,
finalizandu-se cu apoptoza celulelor inflamatorii (Gilroy si colab., 2004; Eming si colab., 2007).
IL-6 este mediator esential al raspunsului de fazd acuta, consecutiv leziunii tisulare §i se
caracterizeaza prin febra, leucocitoza, cresterea permeabilitatii vasculare. /L-8 este o chemokina
cu efect chemotactic fatd de neutrofile, eozinofile si favorizeaza raspunsul inflamator. Mareste
densitatea moleculelor de aderentd pe membrana neutrofilelor. IL-8 stimuleazd activarea
neutrofilelor (migrare transendoteliald, eliberarea enzimelor lizosomale, intensificarea
metabolismului oxidativ, generarea anionului superoxid in focarul inflamator). Are efecte asupra
celulelor nelimfoide: este haptotactica (induce migrarea celulelor epiteliale spre suprafata).
Asadar cresterea nivelului acestor citokine in prezenta materialelor colagenice ce favorizeazi
afluxul de leucocite la situsul leziunii cutanate si instalarea fazei inflamatorii acute. Diminuarea
nivelului de IL-1 poate fi consideratd un rezultat pozitiv, deoarece diferite studii au indicat
corelatia dintre tendinta de cronicizare si intarziere a vindecarii plagilor si nivelul ridicat de IL-1

(Jiang si colab., 2014).

EXEMPLUL 6. ANALIZA CALITATIVA A EFECTULUI ANTIMICROBIAN

Pentru evidentierea efectului antimicrobian al hidrogelurilor compozite pe baza de colagen si
nanoparticulele de Ag, s-au utilizat urmatoarele tulpini:

- Pseudomonas aeruginosa (1 tulpina de laborator, P. aeruginosa ATCC 27853 si 1 izolat

clinic, P. aeruginosa 202 = izolat din secretie plaga, tulpina multirezistenta);
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- Staphylococcus aureus (1 tulpind de laborator, S. aureus ATCC 25923 si 1 izolati clinic,

S. aureus MRSA 2 = rezistenta la meticilind, izolatd din secretie plagd).

Tulpinile au fost mentinute pe bulion nutritiv cu 20% glicerol la -80°C. Pentru testele
antimicrobiene microorganismele au fost insdméntate pe geloza nutritiva (tulpinile bacteriene).
Coloniile obtinute au fost utilizate pentru obtinerea de suspensii in AFS (apa fiziologica sterila)
de densitate optica 0,5 Mc Farland (1-3x10® UFC/mL).

Pentru a realiza analiza calitativa a efectului antimicrobian, s-a utilizat o metoda derivatd
de la metoda standardizatd a antibiogramei (Kirby Bauer). Pe un mediu agarizat repartizat in
placi Petri se insdménteazd microorganismul de testat in panzé cu tamponul. Ulterior se dispun la
distante egale (aprox 3cm) esantioanele de pansamente de colagen deshidratate, de dimensiuni
egale (diametrul 6mm si grosime de 3mm), sterilizate in prealabil prin expunere la UV timp de
20 min pe fiecare parte. Pentru testarea suspensiilor de nanoparticule utilizate in obtinerea
hidrogelurilor de colagen functionalizate cu nanoparticule, pe plicutele Petri insdméntate in
panza se adauga discuri de hartie de filtru sterile cu diametrul de 6mm, peste care se adauga 10
uL din dispersiile de nanoparticule la concentratia utilizatd pentru obtinerea hidrogelurilor (2%,
respectiv 3%).

Placutele Petri se incubeaza timp de 18h la 37°C si ulterior se analizeaza dimetrele
zonelor de inhibitie a cresterii aparute in jurul discurilor de colagen ce contin diferite tipuri de
nanoparticule. Rezultatele prezentate in figura 9 dovedesc faptul ci materialul AgNO; -
NaBHgs+colagen prezinta cel mai pronuntat efect antimicrobian atat pentu tulpinile de S. aureus

cat si fata de cele de P. aeruginosa.

EXEMPLUL 7. ANALIZA CANTITATIVA A EFECTULUI ANTIMICROBIAN

Inhibarea cresterii microorganismelor planctonice (plutitoare) in prezenta
materialelor

Pentru testarea efectului materialelor obtinute asupra cresterii microorganismelor in
mediu lichid (culturi planctonice), materialele obtinute au fost tiiate sub forma unor discuri cu

diametrul de 6 mm si grosime aprox. 3mm si sterilizate prin expunere la radiatii UV timp de 20
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min pe fiecare parte. Céte un fragment de material steril a fost depus individual intr-un godeu al
unei plici cu 24 godeuri sterile. Peste materialele depuse, in godeuri s-a addugat 1 mL mediu
lichid (bulion simplu) si ulterior 10 ul suspensie microbiand de densitate 0.5 McFarland,
pregatita in AFS (apa fiziologica sterild, sol NaCl 0,9%). Plicile cu 24 godeuri astfel pregatite,
au fost incubate la 37°C timp de 24h. Dupad expirarea timpului de incubare 200 pL din
suspensiile microbiene obtinute au fost trasferati in placi cu 96 godeuri sterile si turbiditatea
culturilor microbiene (absorbanta) a fost masurata spectrofotometric la 600nm.

Pentru tulpinile de P. aeruginosa testate, s-au observat diferente evidente ale inhibitiei
cresterii gi multiplicarii culturilor planctonice care apartin tulpinii de laborator (ATCC 27853),
comparativ cu rezultatele obtinute pentru tulpina nosocomiala testatd. Astfel, in cazul tulpinii P.
aeruginosa ATCC 27853, cresterea a fost in mod semnificativ mai redusa comparativ cu tulpina
clinica 202, diferentele fiind evidente mai ales in cazul probei AgNOs; PVP- Ac citric -
NaBHg+colagen.

In cazul tulpinilor de S. aureus analizate se poate observa o inhibitie a cresterii si
multiplicarii celulelor microbiene in suspensie in prezenta tuturor tipurilor de hidrogeluri de
colagen ce contin nanoparticule bioactive de Ag, fiind constatate diferente in inhibitia cresterii

tulpinii de laborator, comparativ cu cea nosocomiala (figura 10).

Inhibarea aderentei si a formarii biofilmelor

Pentru testarea efectului materialelor colagenice asupra capacitatii de aderentd si a
producerii de biofilme, materialele obtinute au fost taiate sub forma unor discuri cu diametrul de
6 mm si grosime aprox. 3mm si sterilizate prin expunere la radiatii UV timp de 20 min pe fiecare
parte. Céte un fragment de material steril a fost depus individual intr-un godeu al unei placi cu 24
godeuri sterile. Peste materialele depuse, in godeuri s-a adaugat 1 mL mediu lichid (bulion
simplu) si ulterior 10 uL suspensie microbiana de densitate 0.5 McFarland, pregitita in AFS (apa
fiziologica sterild, sol NaCl 0,9%). Placile cu godeuri astfel pregatite, au fost incubate la 370C
timp de 24 h. Dupa incubare materialele au fost spalate cu AFS si mediul a fost schimbat, pentru

dezvoltarea biofilmelor pe suprafata acestora. Placutele au fost incubate pentru 24h. Dupa
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expirarea perioadei de incubare,esantionul pe care s-a dezvoltat biofilmul a fost spalat cu AFS si
depus intr-un tub Eppendorf steril intr-un mL. AFS. Tubul a fost vortexat energic timp de 30 s si
sonicat 10 s pentru desprinderea celulelor din biofilm. Suspensia celulara obtinutd a fost diluata
si diferite dilutii au fost insamantate pe placi cu mediu de culturd solidificat in vederea obtinerii
si cuantificdrii numarului de unititi formatoare de cololonii (UFC)/ mL.

Analiza capacitidtii de aderenta si dezvoltare a biofilmelor microbiene pe suprafata
esantioanelor de colagen obtinute aratd c@ acest fenotip este semnificativ redus pe suprafata
hidrogelurilor deshidratate ce contin nanoparticule de Ag in diferite variante. Atit in cazul
tulpinilor de P. aeruginosa cat si al celor de S. aureus, cel mai pronuntat efect antibiofilm s-a
inregistrat in cazul materialelor de colagen si nanoparticule de Ag obtinute in doud etape cu

agent reducidtor NaBH4 (AgNOs +NaBHj4 + colagen) (figura 11).

EXEMPLUL: ANALIZA IN VIVO A EFICIENTEI ANTIBACTERIENE A
MATERIALELOR COLAGENICE CU AG

Pentru studierea proceselor reparatorii si eficientei antibacteriene a materialelor
nanostructurate s-a utilizat modelul ranirii excizionale. Experimentele utilizand soareci albi de
laborator CD1 (Mus musculus) au fost avizate de cétre Directia Sanitar Veterinard si pentru
Siguranta Alimentelor (Autorizatie nr. 310 din 31.10.2016 /proiect NanoColaGel).

Protocolul de implantare a materialului nanostructurat a presupus parcurgerea
urmitoarelor etape: anestezia §i prepararea pentru operatie: animalele au fost anesteziate prin
injectarea intraperitoneald a unui amestec de silazind 10mg/Kgc si ketamina 80-100 mg/Kgc
asigurandu-se faptul ca reflexele membrelor sunt supresate. S-a asezat soarecele in pozitia pentru
experiment si ultcrior a fost prcgétitd rcgiunca undc urma a avea loc incizia: parul a fost tuns cu
masina de tuns, s-a aplicat crema epilatoare aprox 3 minute, iar dupa indepartarea acesteia pielea
a fost dezinfectatd cu alcool 70%. A fost realizatd o dubla excizie la nivelul partii dorsale a
soarecelui utilizand o preducea cu diametru de 8mm (figura 12), care se intinde pana la nivelul

muschiului paniculosus carnosus.
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Pentru evaluarea eficientei antibacteriene, un inocul de 50 pl de culturd bacteriana
(Staphylococcus aureus) de 24 de ore de densitate 1McFarland a fost administrat la nivelul
fiecdrei excizii. Dupa perioada de adsorbtie a inoculului, la nivelul fiecirei excizii a fost aplicat
filmul de material colagenic cu Ag care a fost cusut cu fir resorbabil in puncte (figurile 12, 13).
Dupai operatie, animalele au fost mentinute in custi individuale, la caldurd si monitorizate zilnic,
pentru diverse semne clinice, pierderea in greutate si inchiderea ranilor (figura 14).

Prelevarea probelor s-a realizat la 4 zile de la operatie, cand soarecii au fost sacrificati
prin dislocare cervicald, dupd anesteziere cu dioxid de carbon (CO-). S-a realizat o incizie in
jurul rénii si s-a prelevat tesut pentru analizele de biologie moleculara cu inghetare rapida la -
80°C). ARN total a fost extras cu reactivul Trizol si revers-transcris folosindu-se kit-ul High
Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit with RNAse inhibitor conform protocoalelor
prezentate anterior. Reactia qQPCR s-a realizat utilizdnd SyBr Green si primeri specifici.

Rezultatele obtinute demonstreazd faptul ca rdspunsul inflamator indus de infectia
bacteriand (nivelul mlL-1) este mult diminuat In prezenta AgNOs;, NaBHs4 + colagen. O
diminuare mai slabé a raspunsului pro-inflamator mediat de IL-1 a fost observant de asemenea si
in cazul materialului AgNO3, colagen +NaBHs (figura 15). Este de remarcat efectul anti-
inflamator foarte intens exercitat de materialul AgNOs3, NaBHs + colagen in absenta infectiei,
ceea ce demonstreazd utilitatea acestuia in managementul anumitor tipuri de plagi cronice,
caracterizate prin prelungirea excesiva a fazei inflamatorii (figura 15). Analiza histopatologica
(coloratie hematoxilina-eozina) a confirmat existenta unui process inflamator redus in cazul

probei AgNOs, colagen +NaBH4 (figura 16).
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REVENDICARI

1. Procedeu de de obtinere a hidrogelurilor compozite antimicrobiene pe baza de
colagen si nanoparticule de argint caracterizate prin aceea cd presupune reducerea
ionilor de Ag direct, in situ, in gelul de colagen, in prezentd de agenti reducétori (de
exemplu NaBH,, acid citric), urmati de reticularea hidrogelului in prezenta uni agent
de reticulare (de exemplu, glutaraldehida).

2. Produs obtinut conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca este alcituit
majoritar din material colagenic si nanoparticule de Ag (procedeul permite varierea
continutului de nanoparticule de Ag in domeniul 0.1 — 5%, in functie de activitatea
biologicd urmiritd). in functie de modalitatea de uscaresi concentratia gelului
colagenic, matricea colagenicd obtinuté poate avea diferite grade de porozitate.

3. Produsul obtinut conform revendicdrii 2, caracterizat prin aceea ca este alcatuit
majoritar din material colagenic si nanoparticule de Ag (procedeul permite varierea
continutului de nanoparticule de Ag in domeniul 0.1 — 5%, prezinti activitate
antimicrobiana fatd de bacterii Gram-pozitive si Gram-negative in suspensie si aderate
si activitate imunomodulatoare, prin stimularea instalarii fazei inflamatorii acute cu
rol in vindecare si prevenirea prelungirii / activérii excesive a acesteia.
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Fig. 1. Modul de obtinere al materialelor colagenice cu nanoparticule de Ag (in una sau doua

etape).
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Tabelul 1. Descrierea tehnica a materialelor colagenice obtinute.

29/11/2018

Denumire proba Me'toda e Agent reducétor ! Agent
obtinere | dispersant
AgNOs3, NaBH4 + colagen in doud etape NaBH4 -
AgNO3, colagen + NaBH4 intr-o etapd NaBH4 -
. — Iy
AgNOs3, NaBH4 acid citric, PVP + in doud etape NaBH4 acid PVP
colagen citric
AgNOs, colagen acid citric, PVP + |, . NaBHj+acid
NaBHa intr-o etapa citric PVP
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NaBH4 acid citric, PVP + colagen acld cltric, PVP +
NaBH4 colagen

Fig. 3. Cuantificarea viabilitétii celulare In prezenta materialelor colagenice cu Ag.
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Fig. 4. Expresia markerilor de inducere a apoptozei prin mecanisme extrinseci in prezenta

materialelor colagenice cu Ag.
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Fig. 5. Expresia markerilor de activare a metabolismului celular in prezenta materialelor colagenice
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Fig. 6. Histogramele suprapuse ale ciclului celular al celulelor HeLa menginute in prezenga
materialelor colagenice cu Ag.
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Fig. 7. Reprezentare dot blot a activérii celulelor THP-1 1n prezenta materialor colagenice (h-

CLAT -human cell line activation test)
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Fig. 8. Expresia citokinelor inflamatorii in culturi de celule epiteliale In prezenta materialelor colagenice

cu Ag.
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Fig. 9. Reprezentarea graficd a efectului antimicrobian al materialelor colagenice cuantificat prin
metoda calitativa.
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Fig. 10. Reprezentarea graficd a efectului antimicrobian al materialelor colagenice cuantificat
prin metoda cantitativa fata de celule microbiene planctonice.
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Fig. 11. Reprezentarea grafica a efectului antimicrobian al materialelor colagenice cuantificat

prin metoda cantitativa fatd de celulele microbiene aderate.
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Fig. 12. Pregétirea animalului, excizia bioptica a unei portiuni din piele, si implantarea

materialului colagenic,
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Fig. 13. Aspectul plagii la 4 zile de la implantarea materialului colagenic.
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Fig. 14. Aspectul plagii la 4 zile de la inocularea bacteriana s1 implantarea materialului

colagenic.
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