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DE OBTINERE A ACESTORA

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere microvezi-
culelor si a tuburilor pe baza de alginat, chitosan,
colagen, sau alte substante polimerice, incarcate sau
nu cu substante biologic active in interior sau in pere-
tele acestora, destinate aplicatiilor medicale. Procedeul
de obtinere conform inventiei are urmatoarele etape:

a) prepararea solutiei polimerice prin obtine-
rea solutiilor de alginat sau de alti polimeri de concen-
tratie 3...5% prin dizolvarea acestora in apa distilata
sub agitare magnetica timp de 24...48 ore,

b) prepararea agentului de reticulare care este
o solutie apoasa de CaCl, pentru alginat si glutaralde-
hida pentru chitosan, in concentratii cuprinse intre
0,5...10%,

c) trecerea solutiei polimerice printr-un sistem
de ace coaxiale concentrice cu raportul dintre diametre
de 13/16, 11/15, 17/21, 15/20, sau alte dimensiuni,
pentru obtinerea de tuburi sau vezicule cu diametre si
de grosimi dorite, prin acul exterior fiind trecuta o solutie
de alginat de sodiu, chitosan sau colagen iar prin acul
interior este trecuta o solutie de CaCl,, solutiile avand
concentratii cuprinse intre 1...10%, in procesul de
obtinere viteza de curgere a celor doua solutii putand
varia astfel: pentru CaCl, v = 40...150 ml/h iar pentru
alginatv =35...100 ml/h, iar distanta dintre varful acului
si nivelul solutiei de CaCl, in care au fost colectate
tuburile/veziculele de alginat variaza intre 8...1.5 cm, iar
dupa obtinerea structurilor li se aplica un camp electric
care duce la scaderea considerabila a diametrului
acestor structuri si

d) consolidarea prin reticulare a tuburilor si
veziculelor polimerice prin dozarea agentului de reticu-
lare prin aculinterior urmat de trecerea acestora printr-o
baie de reticulare.

Revendicari: 3
Figuri: 1
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Domeniul tehnic in care poate fi folositii inventia:

Inventia se referd la realizarea de sisteme de tip vezicule (capsule goale) sau tuburi destinate,
spre exemplu, aplicatiilor medicale, de mediu, etc. in cazul aplicatiilor medicale, veziculele se pot utiliza
in regenerare tisulara asigurand eliberarea controlata a diverselor clase de substante biologic active (la
vitamine, ioni, substante medicamentoase la celule viabile si produsii lor de secretie normale). Capsulele
astfel dezvoltate se pot de asemenea exploata pentru administrarea orala de substante biologic active
care in acest mod s fie ferite de actiunea nefasta a sucului gastric. Capsulele obtinute pot sa asigure
eliberarea controlata de substante antimicrobiene atit pentru aplicatii domestice (spre exemplu,
mentinerea calitétii apelor din bazine, piscine, etc.), medicale, de mediu, etc. in cazul tuburilor, dintre
cele mai de interes aplicatii se refera la aplicatiile cardiovasculare, inclusiv dezvoltarea de vase de singe
artificiale clasice sau ncércate cu substante biologic active (vitamine, ioni, substante medicamentoase)
sau cu celule specializate viabile). De asemenea, existad un interes deosebit in incarcarea cu bacterii
benefice (pentru repopularea florei bacteriene distruse ca urmare a administrarii prelungite de
antibiotice), ovule sau spermatozoizi (pentru protectia si pastrarea lor si eliberarea controlata in locul de
interes, unele din polimerii mentionati avand o remarcabila aderenta pe membranele biologice).

Descrierea studiului actual

Producerea de sisteme care s asigure un beneficiu tintit asupra unui organ, tesut, mucoase, specii,
mediu etc. si care sd isi poata indeplini scopul pe termen mai lung decét un panaceu universal prezinti
un interes real pentru societatea actuala. in acest context s-au studiat diverse amestecuri de geluri (cel
mai utilizat fiind alginatul de sodiu) cu substante de interes (mai des folosite in amestecuri sunt diverse
specii de drojdii). Tehnicile folosite pentru obtinerea capsulelor de alginat consta in pulverizarea
alginatului peste solutia de clorurd de calciu, sau cea a picurarii amestecului in solutie de cloruri de
calciu si implicit reticularea ionotropa a sistemului pe baza de alginat (Yuxing, 2013, Park Heui Dong,
2017a, Park Heui Dong, 2017b, Park Heui Dong, 2017c). in amestecul de alginat se poate include practic
orice tip de substanta biologic activa de interes.

Micro-incapsularea este exploatata in terapia medicala deoarece permite eliberarea tintita a unor
compusi de secretie, inclusiv proteine. Capsulele care gizduiesc aceste celule se pot clasifica in 3
categorii aga cum reiese din Tabelul 1. Dintre acestea, categoria | este cea mai bine reprezentati si
implica predominat hidrogeluri pe baza de alginat. imbunatatirile majore efectuate au presupus
purificarea avansati a polimerilor; optimizarea compozitiei si a tehnicii de generare a micro-capsulelor,
sau dezvoltarea de acoperiri ale acestor micro-capsule. Dezvoltarea de sisteme veziculare (sisteme ce
contin in interior lichide adecvate, propice pentru §8fl§) a permis o mai buna productie de proteine sio
crestere a ratei de supravietuire a celulelor (categoria a doua) insa odata cu avansul tehnic au fost propuse
si tehnici de incapsulare a celulelor (categoria a treia).

Tabelul 1. Variante de micro-capsule

Categorie | Miez (core) invelis (shell)
| Matrice * Film
2 Lichid * Film
3 Celula Film

" pot contine celule sau alte substante biologic active

RO 137549 A2
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in cererea de brevet WO 2016/087636 (RENAUD et al., 2016) se revendica dreptul de proprietate
asupra tehnologiei de obtinere precum si a unor sisteme/microcapsule pe bazi de alginat si chitosan de
dimensiuni de 100 — 900 pum care pot fi incarcati cu medicamente analgezice non-steroidiene de tipul
diclofenac, ibuprofen, piroxicam, anestezice precum lidocaina, bupivacaina; analgezice opioide precum
codeina, morfina; corticosteroizi precum dexametazona si prednisona, agenti antitumorali precum
metotrexat, agenti antivirali precum aciclovir, vidarabina, anticorpi monoclonali precum humira sau
infliximab. De asemenea, pentru administrare intra-articulard microparticulele pot fi incdrcate adecvat
cucelule, proteine, ADN sau ARN, minerale adecvate seleniu, strontiu), vitamine sau alti agenti naturali
precum curcumina (RENAUD et al., 2016).

Formarea microcapsulelor de alginat este optimizata in TW20100106581 20100308 (GWO-BIN
et al.). Astfel, inventatorii propun utilizarea unor ace conectate la un sistem vibrant care s3 asigure
desprinderea picéturilor iar gelifierea este asigurata de trecerea picaturilor de gel prin intermediul unui
strat de ulei (pentru a se obtine particule sferice perfecte) intr-o solutie de CaCl..

In CN201410747327 20141209 (XIAOJUN et al.) se prezintd metoda de preparare secventiald a
hidrogelurilor pe baza de alginat de calciu incarcate cu celule si factori, proteine si matrice extracelulari
provenite de la alte celule.

Microsferele de alginat pot fi utilizate in scopul adsorbtiei de substante active din reziduuri
alimentare precum reziduurile de coacdze permitand astfel valorificarea compusilor activi din aceste
reziduuri. Bittencourt si colab. (Bittencourt et al., 2018) prin gelifiere ionotropa au incapsulat derivati
naturali (compusi fenolici cu capacitate antioxidanta) proveniti din resturile din industria de prelucrare
a coacizului. In acest caz, incarcarea compusilor fenolici se face prin adsorbtie din solutie (gradul de
retinere fiind de 67.01%). Mai mult, odata incapsulati, acesti compusi activi se pot elibera in timp, gradul
de recuperare in vitro la 2h fiind de 68.2% iar mecanismul de eliberare este de tip Baker & Lonsdale.

De asemenea, microcapsulele de alginat pot fi utilizate in scopul eliberdrii prelungite de
fertilizanti si pesticide (Joshi and Auad, 2017). in WO 2017/042833 Al (RANKA) sunt prezentate citeva
formulari de biofertilizanti cu dimensiuni de 0.01 — 100 um ce contine cel putin bacterii sau fungi intr-
0 masa polimerica.

Problema tehnica

Metodele de obtinere a microsferelor de alginat utilizate frecvent sunt cele care folosesc
amestecuri omogene intre alginatul de sodiu cu substante biologic active (vitamine, minerale, substante
medicamentoase, celule sau suspensii de celule, bacterii, fungi, etc.). In multe astfel de cazuri,
inglobarea celulelor, bacteriilor, microorganismelor vii are unele dezavantaje (pierderea viabilitatii
celulare ca urmare a constringerilor induse de incapsularea in matricea polimerici) motiv pentru care
dezvoltarea de vezicule in care microorganismele vii sunt gazduite in interiorul unei cavitati ce
favorizeaza viata acestora (contin inclusiv nutrienti dizolvati) reprezintd o solutie viabild care
suplimentar, poate permite eliminarea microorganismelor atunci cAnd nu mai este nevoie de prezenta
lor. In cazul multor aplicatii cardiovasculare, exista nevoie de dispozitive tubulare protetice care si poata
substitui portiuni de vase sanguine. in ambele cazuri, problemele tehnice tin de optimizarea parametrilor
de procesare, compozitia membranei polimerice si a fluidului din interior dar si a solutiei de gelifiere.

Solutia tehnici

Solutia tehnicd propusd pentru obtinerea de micro-vezicule (incdrcate sau nu cu substante
biologic active in interior sau in perete) precum si a tuburilor realizate din materiale polimerice (in
special alginat, chitosan, colagen, etc.) implica utilizarea unor sisteme de ace coaxiale de diametre
adaptate nevoilor si dozarea adecvati a fluidelor in scopul asigurarii parametrilor de procesare vizati.

In vederea obtinerii de tuburi se recurge la un sistem de ace coaxiale prin care trec doua fluide
distincte. In cazul in care se lucreazi cu alginat de sodiu prin acul interior se va alimenta o solutie ce
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contine sare de Ca, Mg, Zn, Cu, etc. de concentratie adecvata care sd permita reticularea gelului de
alginat dinspre interiorul tubului. In cazul in care se doreste obtinerea de microvezicule, se lucreazi cu
aceleasi tipuri de fluide insa trebuie optimizate debitele de alimentare ale fluidelor, eventual se
recomanda adaugarea fluidului din acul interior (sare de Ca, Mg, etc.) sacadat, generand astfel
echivalentul de goluri. In cazul microveziculelor, un interes deosebit revine si incarcarii de substante
biologic active in interiorul acestora, minerale, vitamine, substante medicamentoase, microorganisme,
celule, etc.). Atét tuburile cét si microveziculele procesate prin sistemul de ace coaxiale sunt culese intr-
o solutie de sare de Ca, Mg, Zn, Cu, etc. de concentratie similara sau diferita de concentratia anterioara.

In conditii similare, tehnologia propusa se poate adapta pentru obtinerea de tuburi sau
microvezicule pornind de la alte materiale polimerice (colagen, chitosan, PLA, ...) sau compozite
aferente acestora. In aceste cazuri insa, evident se va utiliza un agent de reticulare adecvat (aldehide,
taninuri, etc.).

Avantajele inventiei in raport cu studiul tehnicii

Aplicarea inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

v Permite obtinerea facild de microvezicule sau tuburi cu caracteristici predefinite;

v' Caracteristicile tuburilor si a microveziculelor se controleaza in functie de diametrele acelor co-
axiale, de viteza de curgere a materiilor prime utilizate, intensitatea cimpului magnetic aplicat,
etc

v'Ininteriorul veziculelor se pot incdrca substante biologic active variate, de la minerale, vitamine
la substante medicamentoase sau chiar microorganisme sau celule;

v’ Substanta de interes sau produsii sintetizati de microorganisme/celule se elibereaza controlat,
viteza de eliberare putand fi controlatd prin dimensiunea porilor sau grosimea peretelui
microveziculelor;

v Substanta de interes incapsulata in microvezicule este astfel protejata si ulterior eliberatd la
nivelul zonei de interes;

v" Tuburile obtinute pot fi exploatate ca dispozitive tubulare protetice (vase de singe, catetere dar
si ca sisteme implantabile) prin care sd se administreze substante de interes, in acest caz
incarcarea fiind realizata la nivelul peretelui tubului.

Descrierea detaliata a inventiei

Ca principiu metoda este utilizata pentru obtinerea de vezicule si tuburi cu diametre variabile in
functie de sistemul de ace co-axiale utilizate. Pentru crearea “golului” central, sferic (in cazul
veziculelor) si cilindric (in cazul tuburilor), prin acul interior se injecteza cu un debit prestabilit o solutie
(agent de reticulare) care sd ducd la consolidarea structurii polimerice/compozite dorite, conform
Tabelului 1 in timp ce prin acul exterior se va injecta solutia de polimer sau material compozit.

Tabelul 1. Agenti de reticulare uzuali pentru cativa polimeri de interes

Nr. | Polimer Agent de reticulare
crt. | (Fluid 2) (Fluid 1)

1 Alginat Ca*', Mg¥, Cu*, Zn*", Ba®, Sr**, etc.

2 Colagen | Aldehide, taninuri, etc.

3 Chitosan | Glutaraldehida, vanilina, genipin, tampon de pH, etc

4 | Dextran | Epiclorohidrina,

\ji/



RO 137549 A2

In cazul veziculelor, alimentarea fluidului din interior se face continuu sau secvential astfel incét
se induce formarea bulelor in interiorul structurii polimerice. In acest caz, in anumite conditii, fluidul
poate contine si celule sau microorganisme viabile care pot sa trdiasca incapsulati si sa secrete produsi
de excretie activi care se elibereazi controlat prin peretele veziculelor sau sunt eliberati din vezicule
dupa ce parasesc, spre exemplu, stomacul unde aceste microorganisme/celule ar fi distruse de pH-ul
inadecvat sau de amestecul de enzime digestive. In cazul in care se doreste incapsularea acestor
microorganisme/celule, fluidul trebuie sd contina si surse de nutrienti si, evident, concentratia de agenti
de reticulare nu trebuie sa atinga doza toxica.

Indiferent daca se doreste obtinerea de tuburi sau vezicule, acestea sunt culese intr-o baie de
coagulare/reticulare care induce consolidarea structurala a gelului. De asemenea, fluidul interior contine
acelasi agent de reticulare/consolidare, de concentratie similara sau diferita.

in functie de concentratia gelului de polimer se poate controla porozitatea peretelui si implicit
rata de transfer a substantelor active prin membrana, in timp ce, diametrul golurilor (sferice sau
cilindrice) se ajusteaza prin utilizarea unui raport adecvat al diametrelor celor doua ace si debitul de
alimentare si vascozitatea polimerului utilizat.

Exemplul 1

Tuburi polimerice pe baza de alginat (sau alti polimeri sau compozite pe baza acestor polimeri)
se face utilizand sistemul de ace coaxiale prezentat in Figura 1 avind rapoartele dintre diametre adecvat
(spre exemplu, perechile de ace pot fi 13/16, 11/15, 17/21, 15/20, 11/15/20, etc.) ajustate pentru
obtinerea de tuburi cu pereti de grosimea dorita. In cazul tuburilor de alginat, modul de lucru presupune
trecerea unei solutie de CaCl, (de concentratii variabile, de reguld 1-10%) prin acul interior in timp ce
prin acul exterior se trece o solutie de alginat de sodiu (de concentratii variabile 1 — 10%).Tuburile astfel
obtinute sunt colectate intr-o solutie de CaCl, 10% In procesul de obtinere au fost variate viteza de
curgere a celor 2 fluide/solutii (CaCl, 40-150 ml/h si alginat 35 - 100 ml/h) dar si distanta dintre varful
acului si nivelul solutiei de CaCl»(8-1.5 cm) in care au fost colectate tuburile de alginat. Alegerea acestor
conditii de procesare se face tindnd seama de viscozitatea solutiei polimerice dar si de caracteristicile
agentului de reticulare utilizat (atat la nivelul solutiei din baia de coagulare cat si prin acul interior)

Exemplul 2

Conditiile de dozare a celor dou solutii se pot adapta in scopul obtinerii de vezicule / capsule. in
aceste cazuri se face alimentarea secventiala a solutiei de CaCl, prin acul intern si, eventual, se utilizeaza
un sistem vibrant care sa asigure desprinderea picaturilor veziculare. Diametrul acelor si debitele de
alimentare a celor doua solutii se ajusteaza {inand seama de véscozitatea polimerului si de concentratia
agentului de reticulare (atdt din baie cét si a solutiei ce se alimenteaza prin acul interior).

Exemplul 3

in ambele cazuri sus mentionate, in solutia polimerica se pot ingloba substante biologic active de
tipul mineralelor, vitaminelor, substantelor medicamentoase dar si microorganisme sau chiar celule
viabile. Tn functie de caracteristicile peretelui veziculelor sau tuburilor (natura polimerului, grosimea
sau porozitatea) acestea se elibereaza in timp (in cazul microorganismelor/celulelor existi interesul ca
doar produsii lor de secretie sa se elibereze) inducand anumite proprietati.
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Astfel de sisteme se pot folosi pentru a introduce in capsula diverse substante de tipul vitamine,
aminoacizi, minerale, antibiotice sau alte clase de medicamente, celule sau suspensii de celule, bacterii
etc. care au ca scop eliberarea lor in diferite zone de interes. Eliberarea acestora se realizeaza treptat prin
intermediul porilor de la nivelul invelisului extern reprezentat de alginat. In acest caz se pot crea si
canale de pori prin utilizarea unor porogeni adecvati care se vor adduga in solutia polimerica si care,
odata dizolvate vor permite o eliberare mai rapida.

fn cazul veziculelor, incapsularea de substante biologic active (vitamine, minerale, antibiotice sau
alte clase de medicamente, celule sau suspensii de celule, bacterii etc.) se poate realiza in solutia apoasa
delimitats de membrana polimerica. In acest caz, membrana polimerici actioneaza ca o bariera si
controleaza eliberarea substantelor active sau a compusilor de secretie. In cazul in care se incapsuleaza
microorganisme sau celule, solutia de coagulare trebuie sa aiba o concentratie suficient de scazuta sa nu
altereze viabilitatea microorganismelor sau a celulelor si de asemenea trebuie si asigure nutrientii
necesari (caracteristici). Este de remarcat ca in acest caz exista premisele pentru o viabilitate mai mare
datorita faptului cd microorganismele sau celulele se vor putea atasa pe suprafata interna a veziculelor
fara a fi constranse de matricea polimerica ca in cazul incapsuldrii in perete.

Exemplul 4

In cazul Exemplelor sus mentionate, baia de consolidare/reticulare se poate adapta prin adaugarea
unui strat de ulei, de grosime variabild, care permite echilibrarea picaturii/jetului de polimer, in acest fel
asigurandu-se timpul necesar pentru revenirea la forma cilindrica / sfericd a picéturilor polimerice.

Exemplul 5

in toate cazurile sus mentionate exista posibilitatea ca formarea tuburilor/veziculelor si se
realizeze in cmp electric. In acest caz se poate utiliza sistemul de electrofilare care asigura campul
electric adecvat si dozarea prin sistemul de ace coaxiale. Aplicarea campului electric poate duce la
scdderea diametrului si astfel obtinerea de micro/nanotuburi si respectiv micro/nanovezicule.

4
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Revendicari

1. Prin prezenta aplicatie de brevet ,,Vezicule si tuburi polimerice si tehnologie de obtinere a
acestora” se revendicd dreptul de proprietate intelectuala asupra tehnologiei de obtinere a
microveziculelor si tuburilor pe baza de alginat, chitosan, colagen, etc. caracterizate prin aceea
cd se obtin utilizand sistemul de ace coaxiale de diametre adecvate aplicatiei vizate (Fig 1),
debitul de alimentare a polimerului (amestecului de polimeri) sau a gelurilor compozite,
vidscozitatea acestora, concentratia acestora, diametrul celor doui ace, etc. fiind adecvat
optimizate in scopul generdrii de tuburi sau microvezicule.

2. Tehnologia de obtinere se caracterizeaza prin aceea ca structurile dezvoltate se consolideaza
prin reticulare cu agenti adecvati, agentul de reticulare fiind dozat prin acul interior iar
structurile dezvoltate prin sistemul de ace coaxiale sunt trecute intr-o baie de reticulare similara
sau diferita de solutia alimentata prin acul interior. Aplicarea unui cdmp electric duce la sciderea
considerabila a diametrului acestor structuri.

3. Dreptul de proprietate intelectuala asupra tuburilor si veziculelor obtinute prin tehnologia
mentionata caracterizate prin aceea ca se obtin din geluri polimerice sau compozite (pe bazi de
alginat, chitosan, colagen, etc.) care inglobeaza celule, microorganisme, nutrienti, substante
medicamentoase, etc. atdt incapsulati in peretele polimeric/compozit cit sau in cavitatea/golul
din interiorul veziculei.
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Figura 1. Dispozitiv experimental de obtinere a tuburilor sau veziculelor polimerice/compozite
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