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Inventia se refera la o compozitie de biomateriale colagenice spongioase, pe baza
de zeolit natural gi uleiuri esentiale cu actiune antibacteriana impotriva Staphilococcus
aureus si Pseudomonas aeruginosa, utilizate ca tratament natural pentru infectiile pielii, i
la un procedeu de obtinere a acesteia.

Staphylococcus aureus este recunoscuta ca una dintre cele mai importante bacterii
patogene care contribuie serios la problema mondiala a infectiilor in spitale. S. aureus, in
special S. aureus rezistent la meticilina (MRSA) este un patogen majoritar nosocomial (nece-
sita spitalizare), care cauzeaza morbiditate si mortalitate in intreaga lume. Medicamentele
antimicrobiene rezistente la stafilococi au ridicat o problema grava la nivel mondial. De
exemplu, incidentele MRSA au crescut, si medicamentele cum ar fi penicilinele, cefalospori-
nele au fost raportate ca fiind ineficiente n tratamentul infectiilor stafilococice. In esenta,
multe tulpini MRSA au dobandit rezistenta atat la beta-lactame, cat si la aminoglicozide.

Pseudomonas aeruginosa, agentul patogen primar al omului din genul
Pseudomonas, este larg raspandit in natura. Acesta ar putea coloniza la camenii sanatosi,
fara a provoca boli, dar este, de asemenea, si un agent patogen oportunist semnificativ, si
0 cauza majora de infectii nosocomiale. P. aeruginosa este in mod regulat o cauza a pneu-
moniei nosocomiale, infectii nosocomiale ale tractului urinar, infectii chirurgicale, infectii ale
arsurilor grave si infectii ale pacientilor supusi la chimioterapie pentru boli neoplazice, sau
terapie cu antibiotice.

Desi P. aeruginosa este rar in flora normala umana, acesta este izolat frecvent la
pacientii spitalizati. P. aeruginosa este unul dintre cele maiimportante microorganisme care
cauzeaza probleme clinice, ca urmare a rezistentei sale ridicate la agentii antimicrobieni.
Aparitia pe scara larga de tulpini de P. aeruginosa rezistente la antibiotice este o problema
de ingrijorare crescanda in spitale. Din pacate, nu exista masuri specifice pentru prevenirea
infectiilor nosocomiale pseudomone. In ciuda disponibilitatii unei varietati de agenti antimicro-
bieni eficienti, P. aeruginosa prezinta frecvent rezistenta la multiplii agenti antimicrobieni.
Infectia grava datorata tulpinilor de P. aeruginosa, care prezinta rezistentd la toate
antimicrobienele antipseudomone, este o problema din ce in ce mai grava.

Medicamentele pentru tratamentul infectiilor cu P. aeruginosa sunt antibiotice amino-
glicozide, cum ar fi tobramicina si gentamicina. Sunt active impotriva Pseudomonas si
diverse peniciline, inclusiv carbenicilina, ticarcilina, piperacilina, mezlocilina si azlocilina. Tn
plus, cefalosporinele de generatia Ill sunt utilizate pe scara larga in tratamentul infectiilor
pseudomone, dar recent a fost observata o rezistenta crescuta fata de antibioticele antipseu-
domone, cum ar fi cefalosporinele de generatia a treia. Din aceste motive, sunt cercetate in
mod continuu noi medicamente si terapii.

In ultimele secole, medicamentele pentru infectii au fost administrate sistemic. Dez-
avantajul mare al administrarii sistemice este distribuirea uniforma in intregul corp, ceea ce
produce efecte toxice secundare nedorite asupra organelor sanitoase. In scopul de a reduce
toxicitatea, concentratia medicamentului trebuie sa fie cat mai redusa, dar acest lucru poate
duce la o cantitate insuficienta de medicamente in organele bolnave. Solutia pentru rezolva-
rea acestei probleme este aplicarea locala de medicamente pe suprafata afectata. Sistemele
topice de eliberare a medicamentelor sunt utilizate pentru a produce efecte locale pe
suprafata pielii sau mucoaselor (actiune topica). Moleculele de substanta activa patrund in
stratul cornos, difuzeaza spre tesuturile tinta din proximitatea locului de aplicare si, astfel, are
loc efectul terapeutic. Pentru a obtine efectele topice ale produselor administrate local, pana
in prezent au fost folosite diferite sisteme de eliberare a medicamentelor, lichide (emulsii,
solutii, suspensii), solide (pulberi, matrice, membrane) sau cu forme semirigide (geluri,
hidrogeluri).
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In infectii severe ale ranilor, administrarea sistemica de medicamente poate conduce
la o concentratie de medicamente insuficienta in tesutul afectat, sau la efecte secundare din
cauza medicamentelor si a toxicitatii sistemice. O solutie de succes pentru aceasta problema
a fost gasita in aplicarea locala de medicamente, prin urmare, au fost realizate sisteme de
cedare a medicamentelor care au la baza un suport si un medicament (antibiotic/antiseptic)
pentru controlarea infectiei.

Majoritatea dispozitivelor medicale utilizate in eliberarea locala de medicamente au
un suport polimeric, vehicul ideal pentru eliberare, datorita biodegradabilitatii acestuia. Poli-
merii sunt clasificati ca fiind naturali (proteine, polizaharide si lipide) si sintetici (biodegra-
dabili si non-biodegradabili). Datorita biocompatibilitatii si biodegradabilitatii sale excelente,
structurii binecunoscute si caracteristicilor biologice, colagenul este un suport adecvat pentru
eliberarea de medicamente, oferind avantajul unui biomaterial natural cu proprietati
hemostatice si de vindecare a ranilor.

In medicina de astazi, infectiile si leziunile pielii si tesuturilor moi care au nevoie de
tratament local se vindeca mai ales cu medicamente antibacteriene, care ucid sau inhiba
dezvoltarea bacteriilor, ciupercilor si virusilor. Sistemele de eliberare a medicamentelor pe
baza de colagen, pentru administrarea locala, au incorporate medicamente cum ar fi tetra-
ciclina, doxiciclina, rolitetraciclina, minociclina, metronidazolul, ceftazidime, cefotaxim, genta-
micina, amicacina, tobramicina, vancomicina, clorhexidina, rosuvastatina, riboflavina, pilo-
carpina. In plus fata de medicamente au fost folosite, pentru tratamentul local in conditii
diferite, factori de crestere, hormoni, gene si lipozomi.

Desi multi cercetatori investigheaza potentiale strategii care ar putea fi alternativa la
terapia cu antibiotice pentru tratamentul infectiilor locale, bacteriile au devenit tot mai
rezistente la antibiotice. Mai mult decat atat, exista un numar tot mai mare de persoane ce
resping utilizarea medicamentelor sintetice in favoarea remediilor naturale.

Trebuie subliniat faptul ca uleiurile esentiale, colagenul si zeolitul sunt compusi
naturali, materiale non-toxice si ecologice pentru oameni si pentru mediu.

Brevetul US 0077281 descrie plasturi medicali folositi pentru tratarea racelilor, prin
eliberarea uleiurilor esentiale, prin evaporare. Acest plasture cuprinde un strat suport (perme-
abil la gaze si vapori de apa) si 0 matrice polimerica hidrofila conectata cu stratul suport (cu
proprietati de adeziune sensibile la presiune). Plasturii pot vindeca raceala prin aromo-
terapie, dar nu gi infectiile pielii. Brevetul WO 02062361 se refera la o compozitie care con-
tine propolis si uleiuri esentiale, cu capacitate antivirald. Brevetul WO 9817262 prezinta un
transportator de ulei esential, in forma de plasture pentru piele. Aceasta inventie consta in
utilizarea uleiurilor aromoterapeutice cu aplicare topica, pentru a reduce simptomele ,jet-lag"
in timpul calatoriilor de lunga durata, sau pentru ameliorarea anxietatii, insomniei, arsurilor
la stomac, detoxifiere si energizarea organismului. Brevetele descrise mai sus au avantajul
de a dezvolta produse care vindeca prin aromoterapie, au proprietati antivirale si reduc
simptomele ,jet-lag”, dar in comparatie cu inventia noastra, nu au capacitatea de a trata
infectia si a regenera tesuturile deteriorate, in acelasi timp. Brevetul FR 2743722 descrie o
masca cosmetica de consistenta cremoasa, pe baza de argila si ulei esential, pentru trata-
mentul acneei. Brevetul AU 259508 se refera la ambalaje din materiale active, care sunt
constituite din polietilena, polipropilena, poliester, poliamida si alte substraturi pe baza de
hidrocarburi incorporate in amestecuri ulei esential/zeolit preparate prin reactia gaz-solid.
Aceste materiale sunt eficiente pentru extinderea prospetimii i imbunatatirea calitatii fruc-
telor, legumelor si florilor proaspete. Brevetul US 034149 descrie un material din ulei esential
incorporat in folie de plastic, pentru protectia sau conservarea produselor de horticultura gi
a alimentelor. Combinatii ale uleiului esential i zeolit sunt utilizate, de asemenea, in produ-
sele cosmetice si industria ambalajelor, cu rezultate bune, dar ele nu pot fi utilizate in medi-
cind, ca dispozitive medicale pentru tratamentul infectiilor pielii.
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Prepararea biomaterialelor colagenice in diferite forme (spongioase, membrane) au
fost prezentate in multe brevetele anterioare. De exemplu, brevetul US 6969523 descrie
biomateriale pe baza de colagen si glicozaminoglicani, pentru regenerare cutanata, brevetul
US 4412947 se refera la un material sub forma de folie poroasa de colagen, utilizata ca pan-
sament pentru rani, arsuri si hemostatic, brevetul US 0168400 prezinta obtinerea pansa-
mentelor pe baza de colagen/rasini sintetice utilizate in tratamentul mai multor tipuri de rani,
cum ar fi ranile accidentale sau cele ce rezulta din escare. Un alt pansament pentru vinde-
carea ranilor cronice se bazeaza pe celulozele oxidate si colagen, acestea fiind descrise in
brevetul EP 1325754. Desi au fost dezvoltate multe dispozitive medicale pe baza de colagen,
pentru a fi folosite ca pansamente, acestea nu contin uleiuri esentiale, zeolit sau combinatia
lor, care sa aiba rolul de tratare a infectiei. Avantajul inventiei noastre este ca biomaterialul
dezvoltat nu repara doar tesutul deteriorat, ci trateaza si infectia produsa de S. aureus si P.
aeruginosa.

Problema tehnica pe care orezolva inventia consta in selectarea suportului polimeric
(colagenul), a zeolitului (clinoptilolit, activat tribomecanic) si a uleiurilor esentiale (Thymbra
spicata L. Si Origanum syriacum L. var. bevanii), si combinarea lor in proportii astfel determi-
nate incat sa rezulte biomateriale cu actiune antibacteriana si proprietati absorbante.

Biomaterialele colagenice, conform inventiei, inlatura dezavantajele mentionate prin
aceea ca sunt constituite din urmatoarele componente, exprimate in procente gravimetrice
raportate la 100% colagen substanta uscata:

a) un polimer natural, colagen fibrilar tip I, obtinut din derma pielii de vitel, sub forma
de gel, cu structura nativa triplu helicoidalad, cu un continut de 2...2,5% colagen substanta
uscata,

b) 0,5...1% zeolit natural, clinoptilolit tribomecanic activat care, sub forma de
suspensie 0,5...1% in apa distilata, se amesteca in colagenul gel,

¢) 2...4% ulei esential de O. syriacum sau 4...8% ulei de T. spicata care, sub forma
de solutie 40...50% in alcool etilic, se adauga peste componentul b), si

d)0,002...0,003% agent de reticulare, ales dintre glutaraldehida, formaldehida si acid
tanic, care se amesteca in compozitia finala sub forma de solutie 0,2...0,3% in apa distilata.

Procedeul de obtinere a biomaterialelor colagenice spongioase consta in aceea ca,
in prealabil, zeolitul se trateaza cu ulei esential prin amestecarea suspensiei de zeolit in apa
distilata cu solutia de ulei esential in alcool etilic, pentru ca uleiul sa fie adsorbit in cavitatile
zeolitului, si sa fie eliberat controlat. Suspensia rezultata se adauga peste colagenul gel, se
omogenizeaza, se ajusteaza la pH-ul de 7,4 cu hidroxid de sodiu 1M, si se adauga apa
distilata pana ce compozitia finala contine 1,2% colagen substanta uscata, apoi se adauga
agent de reticulare. Compozitia obtinuta, sub forma de suspensie, se ingheata imediat la

-20...-60°C, dupa care se usuca prin liofilizare, 24...48 h, la presiunea de 0,1...0,001 mbar
si temperatura finala de 30...35°C.

Biomaterialele rezultate au o structura spongioasa (fig. 1), cu dimensiunea porilor de
10...100 um (fig. 2B). Biomaterialele prezinta cel putin 96% structura triplu helicoidala (fig. 3),
si elibereaza gradat uleiul esential adsorbit in structura zeolitului (fig. 4A). Densitatea bio-
materialelor este de aproximativ 0,055 g/cm?, si ele absorb mai mult de 3400% apa, aproxi-
mativ 34 g/g, raportat la colagen substanta uscata (fig. 5). Rezultatele microbiologice (fig. 6)
demonstreaza ca, fata de antibiotic, biomaterialele conform inventiei prezinta o activitate anti-
bacteriana mult mai buna pentru ambele bacterii studiate, P. aeruginosa si S. aureus. Mai
mult, biomaterialele s-au dovedit eficiente in tratarea escarelor de decubit (fig. 7).
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Scurta descriere a desenelor

Fig. 1 prezinta biomaterialul spongios obtinut prin liofilizarea unei suspensii continand
colagen, zeolit si ulei de O. syriacum.

Fig. 2 prezinta imagini de microscopie electronica a biomaterialului spongios obtinut
prin liofilizarea unei suspensii continand (A) colagen, (B) colagen, zeolit si ulei de O.
Syriacum.

Fig. 3 prezinta spectrul FT-IR al biomaterialului spongios obtinut prin liofilizarea unei
suspensii continand colagen, zeolit si ulei de O. syriacum. Raportul absorbantelor intre
amida Ill si amida corespunzatoare la 1450 cm™ prezinta o structura triplu helicoidala cu o
integritate de aproximativ 96%.

Fig. 4 prezinta capacitatea de eliberare a uleiurilor de O. Syriacum (stanga) side T.
spicata L. (dreapta), absorbite in prealabil pe zeolit, din colagen (A), in comparatie cu
uleiurile Origanum syriacum L. var. bevanii (stanga) si T. spicata L. (dreapta), amestecate
direct cu colagen (B), determinat prin TGA in conditii izoterme (2 h la 30°C).

Fig. 5 prezinta absorbtia de apa a biomaterialelor care contin:

a) doar colagen (Coll);

b) colagen, zeolit si ulei de T. Spicata L. (Coll-Z-T), si

c) colagen, zeolit si ulei de O. Syriacum (Coll-Z-O).

Fig. 6 prezinta influenta uleiurilor esentiale asupra activitatii microbiene, unde:

(A) arata ca biomaterialul care contine doar colagen si ulei de O. syriacum nu are
efect asupra P. aeruginosa;

(B) arata ca biomaterialul care contine doar colagen si ulei de O. Syriacum nu are
efect asupra S. aureus;

(C) prezinta activitatea antimicrobiana a biomaterialului care contine colagen, zeolit
si ulei de O. syriacum asupra P. aeruginosa;

(D) prezinta activitatea antimicrobiana a biomaterialului care contine colagen, zeolit
si ulei de O. syriacum asupra S. aureus;

(E) prezinta activitatea antimicrobiana a biomaterialului care contine colagen, zeolit
si ulei de T. spicata L. asupra P. aeruginosa;

(F) prezinta activitatea antimicrobiana a biomaterialului care contine colagen, zeolit
si ulei de T. spicata L. asupra S. aureus.

Fig. 7 prezinta evolutia unei escare de decubit: a) ca atare si tratatd cu biomaterial
din colagen, zeolit si ulei de T. spicata L. la b) 2 saptamani si ¢) 4 saptamani.

Avantajele inventiei in raport cu stadiul tehnicii

Aplicarea inventiei conduce la urmatoarele avantaje:

- reducerea efectului toxic al medicamentelor sintetice prin utilizarea unor compo-
nente naturale prietenoase corpului uman si mediului (colagen, zeolit natural si uleiuri
esentiale extrase din plante);

- obtinerea unor sisteme naturale cu proprietati inteligente, manifestate prin eliberarea
controlata a uleiurilor esentiale si actiune antibacteriana controlata, cu aplicatii in medicina,
chirurgie, cosmetica;

- regenerarea tesutului, datoritd colagenului, echilibrarea pH-ului pielii afectate,
datorita actiunii de schimb ionic a zeolitului, si tratarea infectiilor produse de bacteriile P.
aeruginosa si S. aureus, datorita actiunii antibacteriene a uleiurilor esentiale;

- procedeul conform inventiei este simplu, aplicabil la temperatura camerei
(23...28°C), timp de maximum 48 h, cu consum redus de energie si cu aparatura simpl3,
specifica obtinerii $i caracterizarii biomaterialelor.
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Descrierea detaliata a inventiei

Colagenulfibrilar tip |, sub forma de gel obtinut din piele bovina, avand o concentratie
de colagen de 0,8...2,5% (w/w), este de preferat sa fie utilizat in aceasta inventie. Grasimile
si cenusa ar trebui sa lipseasca. pH-ul gelului este de 1,5...3,8.

Zeolitul utilizat in aceasta inventie este un zeolit natural, clinoptilolit, care ar trebui sa
aiba o duritate Mohs de 3,5...4, o densitate specificd de 2,1...2,6 g/cm? si urméatoarea com-
pozitie: Na,O 2,1...3,4%; K,O 4,1..5,2%; AlL,O; 11,3...12,1%; SiO, 66,7...67,1%; H,O
6,5...13,3%, MgO 0...1,1%; Ca0 0...4,9% si FeO 0...2,7%.

O varietate de uleiuri esentiale pot fi utilizate cu efecte favorabile in aceasta inventie.
Uleiurile esentiale preferate sunt obtinute din T. spicata si O. syriacum in special datorita
efectului bacterian impotriva P. aeruginosa si S. aureus, si a activitatii lor antioxidante. Com-
pozitia uleiului de T. spicata L. ar trebui sa aiba 70...72% carvacrol, 8...10% o-cymene,
3...7% y-terpinene, 0,3...1,4% B-myrcene, 0,2...0,6% thymol, si uleiul de O. syriacum ar
trebui sa aiba 41...45% carvacrol, 10...16% cymene, 4,2...4,8% y-terpinene, 12...14% thymol
si 2...3% caryophyllene.

Inventia va fi explicata mai in detaliu prin urmatoarele exemple.

Exemplul 1

In aceastd inventie a fost utilizat un gel de colagen fibrilar tip | cu 0 concentratie gravi-
metrica de 2%, 98% apa si pH-ul de aproximativ 2...3. O suspensie de zeolit natural, clino-
ptilolit activat termomecanic (de tip Megamin) a fost preparat anterior, prin amestecarea a
0,5% zeolit (raportat la colagen substanta uscata) cu apa distilata, 2% ulei de O. syriacum
(raportat la colagen substanta uscata) a fost dizolvat in 40% etanol, si 6,7% din aceasta
solutie a fost amestecata cu 6,7% suspensie de zeolit in apa. Dupa omogenizare, suspensia
obtinuta a fost incorporata in gel, pH-ul a fost ajustat la 7,4 cu IM hidroxid de sodiu, gi a fost
adaugata apa pana cand compozitia finala a avut 1,2% colagen, apoi a fost reticulata cu
0,25% glutaraldehida. Suspensia a fost imediat inghetata la aproximativ -40°C. Liofilizarea
a avut loc la 0,001 mbar si temperatura finald de 35°C. Biomaterialul rezultat a fost o folie
spongioasa cu proprietati absorbante si efect antibacterian asupra bacteriilor S. aureus si P.
aeruginosa.

Exemplul 2

Suspensia a fost obtinuta prin procesul descris in exemplul 1, exceptand cantitatea
de ulei de O. syriacum utilizat, care a fost 4% (raportat la colagen substanta uscata). Proce-
sul de inghetare si de liofilizare au fost similare cu cele descrise in exemplul 1. Biomaterialul
rezultat a fost o forma spongioasa cu proprietati absorbante si efect antibacterian asupra
bacteriilor S. aureus si P. aeruginosa.

Exemplul 3

Suspensia a fost obtinuta ca in procedeul descris in exemplul 2, cu exceptia faptului
ca uleiul utilizat a fost de T. spicata. Procesele de inghetare si liofilizare au fost similare cu
cele descrise in exemplul 1. Biomaterialul rezultat a fost o forma spongioasa, cu proprietati
absorbante si efecte antibacteriene asupra S. aureus.

Exemplul 4

Suspensia a fost preparata prin procedeul descris in exemplul 3, cu exceptia cantitatii
de ulei de T. spicata utilizate, care a fost de 8% (raportata la colagen substanta uscata).
Procesele de inghetare si liofilizare au fost similare cu cele descrise in exemplul 1. Biomate-
rialul rezultat a fost spongios, cu proprietati absorbante gi antibacteriene asupra bacteriilor
S. aureus si P. aeruginosa.

Biomaterialul obtinut in aceasta inventie este un pansament cu proprietati antimicro-
biene pentru rani care absorb exudatul, ajutand la vindecarea ranii.
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Revendicari

1. Biomateriale colagenice spongioase, pe baza de zeolit natural si uleiuri esentiale,
caracterizate prin aceea ca au urmatoarea compozitie, exprimata in procente gravimetrice
raportate la 100% colagen substanta uscata:

a) colagen fibrilar tip |, un polimer natural, obtinut din derma pielii de vitel, sub forma
de gel, cu structura nativa triplu helicoidala, cu un continut de 2...2,5% colagen substanta
uscata,

b) 0,5...1% zeolit natural, clinoptilolit activat tribomecanic,

¢) 2...4% ulei esential de Origanum syriacum L. var. bevanii sau 4...8% ulei de
Thymbra spicata L., si

d) 0,002...0,003% agent de reticulare, selectat dintre glutaraldehida, formaldehida si
acid tanic.

2. Procedeu de obtinere a biomaterialelor colagenice cu zeolit si uleiuri esentiale,
avand compozitia definita in revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca, in prealabil,
zeolitul, sub forma de suspensie 0,5...1% in apa distilatd, se trateaza cu ulei esential sub
forma de solutie 40...50% in alcool etilic, pentru ca uleiul s& fie adsorbit in cavitdtile zeolitului,
si sa fie eliberat controlat, suspensia rezultata se adauga peste colagenul gel, se omogeni-
zeaza, se ajusteaza pH-ul la 7,4 cu hidroxid de sodiu 1M, si se adauga apa distilata pana ce
compozitia finala contine 1,2% colagen substanta uscata, apoi se reticuleaza cu agent de
reticulare, care se amesteca in compozitia finala, sub forma de solutie 0,2...0,3% in apa
distilata, suspensia obtinutd se ingheata imediat la -20...-60°C, dupa care se usuca prin
liofilizare, 24...48 h, la presiunea de 0,1...0,001 mbar si temperatura finald de 30...35°C.
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Fig. 1
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Fig. 7
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