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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a plaselor textile colagenice si impreg-
nate cu minociclina, utilizate n chirurgia generala pentru tratamentul herniei abdominale.

Hernia este o afectiune care apare atunci cand peretele abdominal este slabit sau
perforat iar presiunea din interior impinge continutul abdominal prin aceasta zona afectata.
Herniile abdominale sunt foarte frecvente, in special in randul barbatilor, iar daca nu este
tratata la timp se poate ajunge la ocluzie intestinala. Pe plan mondial, sunt realizate in
fiecare an peste 20 de milioane de operatii pentru repararea herniei abdominale, utilizand
plase chirurgicale. Cea mai utilizata plasa este cea sintetica, realizata din polipropilena, dato-
rita capacitatii sale de a consolida zona afectata insa acest tip de plasa provoaca numeroase
reactii negative din partea organismului din cauza lipsei de biocompatibilitate. Se studiaza
de foarte multi ani cresterea biocompatibilitatii plaselor sintetice prin impregnarea acestora
cu polimeri naturali ca albumina, gelatina sau colagenul. De-a lungul timpului, a fost studiata
utilizarea colagenului, in special a celui de tip | - extras din piele bovina, in impregnarea
plaselor textile pentru cresterea gradului de acceptare a acestora de catre organism.

In momentul interventiei chirugicale de reparare a herniilor abdominale, pot aparea
leziuni postoperatorii care trebuie tratate. Tratamentul leziunilor postoperatorii reprezinta in
prezent unul dintre cele mai atractive si in continua dezvoltare domenii de interes, cu atat
mai mult cu cat sistemul prezinta cedare topica a medicamentului, oferind avantajul unei
cedari medicamentoase locale si imbunatatite catre tesuturile afectate, cu mentinerea unei
concentratii suficiente si eficiente de medicament. In plus, se evita toxicitatea sistemica si
efectele secundare asociate, crescandu-se astfel complianta pacientului. Tmbunététirile
administrarii topice atat a analgezicelor cat si a antibioticelor s-au bazat pe utilizarea unor
biopolimeri care asigura un suport adecvat de cedare a substantei active. Medicamentul
trebuie sa fie incorporat in anumite tipuri de structuri fizice care servesc ca rezervor de
medicament sau ca suport de cedare a medicamentului. Polimerii sunt cele mai adecvate
vehicule pentru sistemele topice de cedare, un interes crescut fiind acordat colagenului.

Efectele pozitive ale colagenului asupra regenerarii tisulare si interactiunea acestuia
cu celulele sunt motivele principale ale interesului deosebit de crescut pentru tratamentele
locale ale tesuturilor afectate sau pentru formarea de tesut nou cum ar fi osul, pielea sau
nervul. Utilizadnd astfel colagenul pentru impregnarea plaselor, in primul rand se imbuna-
tateste biocompatibilitatea, riscul respingerii de catre organism scazand, si in al doilea rand
acesta reprezinta un suport propice inglobarii antibioticelor sau antiinflamatoarelor. Asadar,
utilizadnd colagenul, se pot ceda cantitati adecvate de medicament, in cazul in care apar com-
cresterea celulelor, regenerarea tesuturilor, cedarea medicamentului si 0 buna complianta
a pacientului.

Brevetul RU 2011122424 (A) descrie metoda realizarii plaselor chirurgicale din
matase, evitand astfel materialele sintetice care scad biocompatibilitatea. Tn brevetul
US 6262332 (B1) este descrisa metoda de colagenare a plaselor textile realizate din
materiale sintetice, utilizdnd colagen non-uman pentru a mari capacitatea de dezvoltare a
noului tesut. O colagenare similara este prezentata in brevetul US 2017143872 (A1), insa
in cazul acesta se doreste pastrarea in totalitate a structurii plasei, astfel ca sunt introduse
ace n pori pentru a se evita acoperirea acestora dupa impregnare. Acestea sunt extrase
ulterior, iar acoperirea cu colagen se face in totalitate doar pe suprafata sintetica. Cu toate
acestea nu este rezolvata problema complicatiilor postoperatorii din cauza lipsei unui
antibiotic introdus Tn structura plaselor. Alte tipuri de impregnari ale plaselor chirurgicale
sintetice sunt prezentate si in brevetul US 2013110137 (A1) in cazul caruia suprafata este
acoperitd cu o solutie realizata din colagen pentru biocompatibilitate si cu heparina ca

2



RO 133136 B1

anticoagulant. O plasa chirurgicala care incearca sa inlature componenta sintetica in
totalitate este prezentata in brevetul EP 1389450 (A1) in care se propune realizarea unei
plase in totalitate din colagen sub forma de membrana in interiorul careia se produc
numeroase gauri astfel incat sa preia structura unei plase sintetice, ihsa in acest caz
intervine problema rezistentei mecanice aparute din cauza lipsei componentei sintetice.

Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unui procedeu de obtinere
a unui sistem de eliberare a medicamentelor de tip plase textile colagenice.

Procedeul de obtinere a unui sistem de eliberare a medicamentelor de tip plase
textile colagenice, conform inventiei, Tnlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca
colagenul fibrilar de tip I, obtinut din derma bovina sub forma de gel, cu structura de triplu
helix, cu continut de 1,1...2,3% colagen substanta uscata se amesteca cu 0,1...0,8% mino-
ciclina solubilizata in prealabil cu solutie de hidroxid de sodiu 1M si 0,15...0,9% glutaral-
dehida si formeaza o compozitie de colagenare care va fi utilizatd sub forma de solutie
0,2...0,3% in apa distilata, in care sunt imersate plasele sintetice apoi aceste plase se lasa
la uscat 24 h, in continuare etapa de imersare este repetata de mai multe ori pentru a creste
grosimea stratului de colagen cu minociclina si in final se realizeaza fixarea prin imersarea
plaselor in solutie de alcool etilic 10%, obtindndu-se plasele colagenice de culoare galbena
care sunt impregnate cu minociclina.

Prin aplicarea inventiei s-au obtinut urmatoarele avantaje:

- realizarea unui tratament cu aplicare locala pentru hernia abdominala sau infectii
postoperatorii, sub forma unor sisteme de eliberare a medicamentelor, manifestate prin
cedarea controlata a minociclinei dintr-un film polimeric realizat dintr-un polimer natural,
colagenul, adaugat pe suprafata plasei sintetice;

- utilizarea sistemelor de cedare topica este mult mai avantajoasa comparativ cu
administrarea sistemica deoarece sunt evitate limitarile impuse de efectul primului pasaj
hepatic si eliminate riscurile si inconvenientele terapiei intravenoase;

- plasele sintetice colagenate furnizeaza un mediu propice regenerarii fesuturilor, sunt
biocompatibile, biodegradabile in timp permitand celulelor sa-si sintetizeze propria matrice
intr-o perioada de céateva luni, netoxice si elibereaza medicamentul (minociclina) controlat.

- sistemul de cedare a medicamentelor sub forma de plase colagenate impregnate
cu minociclind, odata introduse in organism pentru tratarea herniilor abdominale, au
capacitatea de a ajuta laregenerarea tesutuluilezat, datorita colagenului care acopera plasa
sintetic&, biocompatibilitatea fiind superioara. in acelasi timp, in mod controlat, medicamentul
(antibiotic cu spectru larg - minociclind) este eliberat avand rolul de a distruge
microorganismele din tesuturile infectate, in timp ce colagenul, regenereaza {esutul lezat.

In continuare se prezinta inventia in detaliu in legatura cu fig. 1...6 care reprezint:

- fig. 1, prezinta profilele cinetice cumulate de cedare in vitro ale minociclinei din
plasele colagenate, redate comparativ ca procent cumulat de medicament cedat in functie
de timp;

- fig. 2, prezinta influenta numarului de straturi/imersari al plasei in gelul compozit
asupra procentului cumulat de minociclina cedat;

- fig. 3, prezinta influenta cantitatii de minociclina din gelul compozit asupra
procentului de minociclina cedat;

- fig. 4, prezinta evolutia leziunilor superficiale la nivelul pielii in urma tratamentului
cu plasa colagenata 6;

- fig. 5, prezinta evolutia leziunilor de severitate medie induse prin arsura in urma
tratamentului cu plasa colagenata 6;

- fig. 6, prezinta evolutia procesului de cicatrizare al leziunilor induse prin arsura la
animalele de experienta in urma tratamentului cu plasa colagenata 6.
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Avand in vedere incidenta mare a herniilor abdominale, problema tehnica pe care o
rezolva inventia consta in realizarea unui sistem de eliberare controlata a unui medicament
(minociclind) dintr-un suport polimeric sub forma de plasa colagenata si reticulata astfel incat
eliberarea medicamentului si degradarea filmului colagenic, sa se faca in acelasi timp,
controlat, si sa asigure tratamentul posibilei infecitii, dar siregenerareatesutuluilezat in urma
interventiei chirurgicale.

Plasele textile colagenate, conform inventiei inlatura dezavantajele mentionate prin
aceea ca solutia de colagenare este alcatuita din urmatoarele componente, exprimate in
procente gravimetrice raportate la 100% colagen substanta uscata: a) un polimer natural,
colagen fibrilar tip I, obtinut din derma bovina, sub forma de gel, cu structura de triplu helix,
cuuncontinutde 1,1...2,3% colagen substanta uscata, b) 0,1...0,8% minociclina, solubilizata
in prealabil in solutie de hidroxid de sodiu 1M, se amesteca in colagenul gel, si c)
0,15...0,9% agent de reticulare, glutaraldehida care se amesteca in compozitia finala sub
forma de solutie 0,2...0,3% Tn apa distilata.

Procedeul de obftinere a plaselor colagenate impregnate cu minociclind consta in
aceea ca, in prealabil gelul de colagen se amesteca cu solutia de minociclina, se
omogenizeaza, se ajusteaza pH-ul la 7,4 cu hidroxid de sodiu 1M si se adauga apa distilata
pana ce compozitia finala contine 1,1% colagen substanta uscata si se adauga agent de
reticulare. in compozitia obtinutd sub formé de gel colagen-minociclina reticulat se imerseaza
plasele sintetice apoi se lasa la uscat, 24 h, pentru formarea filmului pe suprafata acestora,
realizdndu-se apoi imersari repetate pentru a creste grosimea stratului de colagen cu
minociclina.

Pentru a demonstra capacitatea de eliberare controlatd a medicamentelor, cedarea
minociclinei a fost simulata in solutie tampon fosfat la un pH de 7,4 si temperatura de 37°C
si a fost studiata influenta concentratiei de medicament si a procesului de acoperire a
plaselor sintetice (numarul de straturi/imersari) asupra profilelor cinetice de cedare a
medicamentului.

Profilele cinetice cumulate de cedare in vitro ale minociclinei din plasele colagenate
sunt prezentate comparativ ca procent cumulat de medicament cedat in funciie de timp in
fig. 1.

In fig. 2, este prezentata spre exemplificare influenta numarului de straturi/imersari
asupra procentului de minociclina cedat.

Infig. 3, este prezentata spre exemplificare influenta cantitatii de minociclina din gelul
compozit asupra procentului de minociclina cedat.

Din examinarea figurilor se poate constata faptul ca cedarea antibioticului este rapida
in primele 60 min, apoi medicamentul este cedat lent si gradual, pe parcursul ainca 300 min.
Astfel de profile cinetice sunt de urmarit in proiectarea unor plase incarcate cu antibiotic
destinate utilizarii Tn chirurgia generala pentru tratamentul herniei abdominale. Aceasta
intrucat primele ore sunt critice in controlul invaziei si multiplicarii bacteriene si in plus
bacteriile prezente de la nivelul leziunii pot produce un biofilm rezistent la actiunea agentilor
antimicrobieni. Cedarea rapida a antibioticului, dupa contactul plasei colagenate cu fluidul
biologic de la locul de aplicare, asigura o diminuare rapida a bacteriilor. Pe de alta parte,
cedarea treptatd a medicamentului asigura protectie antibacteriana pe perioada mai lunga
necesara vindecarii.

Pentru determinarea mecanismului de cedare a minociclinei din suporturile de tip
plase proiectate s-a utilizat modelul legii puterii (ecuatia 1):

M _qn (1)
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unde m, este cantitatea de substanta activa cedata la momentul t, m_ - cantitatea totala de
substanta activa din suporturile proiectate, m/m_ - fractia cedata de medicament la timpul
t, k - constanta cinetica, n - exponentul de cedare.

Valorile coeficientului de determinare pentru modelul legii puterii obtinute la cedarea
minociclinei din sistemele compozite de tip plase, parametrii cinetici specifici modelului legii
puterii si procentul de medicament cedat sunt prezentate in tabelul urmator:

Sisteme de tip plase Coeficientul de Exponentul de Constanta % cedat

de cedare a determinare pentru cedare cinetica

minociclinei modelul legii puterii (1/min™)

Exemplul 1 0,9854 0,33 0,121 80,53
Exemplul 2 0,9889 0,29 0,162 85,62
Exemplul 3 0,9758 0,19 0,327 92,52
Exemplul 4 0,9874 0,18 0,310 87,09
Exemplul 5 0,9995 0,27 0,174 84,43
Exemplul 6 0,9907 0,20 0,291 90,27
Exemplul 7 0,9988 0,21 0,264 86,32

Profilele de cedare ale minociclinei din plasele colagenate, dar si mecanismul cinetic
sunt influentate de numarul de straturi/imersari al plasei in gelul compozit si de concentratia
de medicament. Prin modularea numarului de straturi/imersari si a concentratiei de mino-
ciclina se poate controla cantitatea de medicament cedat, in vederea obtinerii unor sisteme
de cedare care sa asigure o eliberare optima a medicamentului in raport cu locul de aplicare
si indicatia terapeutica.

Plasa impregnatd cu colagen si minociclind a fost testatd in vederea stabilirii
tolerantei cutanate si a identificarii unor posibile reaciii adverse locale in doua modele
experimentale de leziuni cutanate la animale de experienta. Pentru modelul experimental s-
au folosit sobolani Wistar procurati de la Biobaza Universitatii de Medicina si Farmacie ,,Carol
Davila", Bucuresti. Experimentul s-a desfagurat conform Directivei 2010/63/UE a Consiliului
European privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice si a Legii nr. 43, adoptata
de Parlamentul Roméaniei la data de 11/04/2014. Pentru studiul in vivo s-au utilizat 20 de
sobolani Wistar in greutate de 180 + 10 g care au fost tinuti Tn conditii standard de laborator,
hraniti de doua ori pe zi si au primit apa ad libitum. Animalelor li s-a indepartat blana de pe
partea dorsala iar leziunile au fost induse in urma anestezierii animalelor cu eter etilic.
Animalele luate in studiu au fost impartite in 4 loturi a cate 5 indivizi.

Pentru inducerea unei leziuni cutanate superficiale s-a indepartat chirurgical
epidermul la doua loturi de animale, un lot martor netratat, iar cel de al doilea lot a fost tratat
cu plasa colagenata 6 (exemplul 6) fixata cu plasture de matase imediat dupa inducerea
leziunii.

Al doilea model experimental a presupus inducerea unei leziuni de severitate medie
prin arsura. Leziunile au fost realizate cu ajutorul unui dispozitiv metalic cu diametrul de 10
mm incalzit intr-o solutie de ser fiziologic la fierbere aplicat timp de 10 s in zona dorsala
epilata. Peste zona lezata a fost aplicata plasa colagenata 6 (exemplul 6) care a fost fixata
cu o banda adezivd de métase. In paralel s-a utilizat un lot martor netratat.
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Animalele au fost monitorizate si pentru identificarea posibilelor reactii adverse topice
sau sistemice Tn urma aplicarii plasei colagenate la nivelul pielii lezate in vederea utilizarii
ulterioare a acestor sisteme farmaceutice in scop chirurgical.

Evolutia morfologica a leziunilor a fost inregistrata cu ajutorul unui aparat de
fotografiat Olympus SP-590UZ. Leziunile au fost considerate vindecate in momentul caderii
crustei. In cazul leziunilor induse prin arsuré diametrul rénilor a fost determinat pe o perioada
de 10 zile. Procesul de vindecare a ranilor provocate prin arsura a fost calculat cu ajutorul
ecuatiei (2) si prezentat in fig. 6:

Dinitial - Dt ,

Dinitial
unde D este diametrul leziunii, in prima zi de tratament (D initial, t = 0) sau la momentul t (Dt)
corespunzator zilelor 3, 5 sau 10 de tratament.

Imaginile macroscopice ale leziunilor experimentale superficiale si de severitate
medie induse la sobolani sunt prezentate in fig. 4 si respectiv fig. 5.

In cazul leziunilor superficiale, tratamentul cu plasa 6 induce o cicatrizare mai rapida
a ranilor dupa 3 zile de la aplicarea membranei colagenate. Epiteliul este complet refacut
dupa 5 zile de la aplicarea tratamentului comparativ cu lotul martor la care procesul de
cicatrizare este prelungit, vindecarea completa depasind 7 zile.

In cazul leziunilor de severitate medie induse prin arsura, se observa la momentul
inifial aparitia unei escare de culoare alba cu afectarea atat a epidermului cat si a dermului.
Zona lezata devine hiperemica dupa cateva ore datorita extravazarii eritrocitare, treptat
leziunea se acopera cu o crusta, iar procesul de vindecare este considerat complet in
momentul desprinderii acesteia de pe leziune. In cazul aplicarii plasei colagenate 6 direct pe
leziune, diametrul ranii scade cu 20% dupa primele 3 zile, iar procesul de vindecare este de
50% dupa 5 zile de tratament. Crusta formata Tn acest caz este mai putin vizibila comparativ
cu lotul martor in primele 7 zile, procesul de vindecare este complet dupa 10 zile de la
inducerea leziunii. In cazul lotului martor diametrul leziunii scade cu 10% in primele 3 zile,
un proces inflamator local se instituie treptat incetinind procesul de vindecare. Crusta
formata este vizibila, mai groasa decat in cazul lotului tratat, iar procesul de vindecare
completa depaseste 10 zile.

In concluzie, aplicarea plasei colagenate 6 a avut efect benefic in evolutia si
vindecarea a doua modele de leziuni superficiale si de severitate medie induse experimental
la sobolanii Wistar. La animalele de experienta luate in studiu nu s-au observat reactii
adverse locale sau sistemice Tn urma aplicarii tratamentului topic, plasele fiind usor tolerate
si cu efecte benefice in procesul de vindecare a acestor tipuri de leziuni.

Colagenul are rolul de a regenera tesuturile, iar minociclina este un antibiotic cu
spectru larg de actiune si este recomandat in tratamentul infectiilor postoperatorii.

Gelul de colagen fibrilar tip | obtinut din piele bovina, cu pH acid, 2...3,5, avand o
concentratie de colagen de 1,1...2,3% (g/g) este utilizat in aceastd inventie. In analiza
calitativa si cantitativa, cenusa si grasimea trebuie sa fie nedetectabile. Minociclina utilizata
in aceasta inventie este un medicament comercial ce trebuie sa aiba o puritate de peste
97%. Agentul de reticulare este aldehida glutarica care trebuie sa fie 0,15...0,9% raportat la
continutul de colagen.

In continuare se prezintd 7 exemple de realizare a inventiei:

Exemplul 1

In aceastd inventie a fost utilizat un gel de colagen fibrilar tip | cu o concentratie
gravimetrica de 2,37%, 97,5% apa si pH-ul de aproximativ 2...3. O solutie de minociclina a
fost preparata anterior prin amestecarea a 0,2% minociclina (raportat la gelul de colagen)

% Pr oces de vindecare = 100 2)
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cu solutie de hidroxid de sodiu 1M. Solutia de minociclina obfinuta a fost incorporata in gel,
iar pH-ul a fost ajustat la 7,4 cu 1M hidroxid de sodiu si a fost adaugata apa distilata pana
cand compozitia finala a avut 1,1% colagen, apoi a fost reticulata cu 0,5% glutaraldehida.
Plasele sintetice au fost taiate cu dimensiunea de 3 x 3 cm, si introduse in gelul de colagen
cu minociclina dupa care au fost puse la uscat timp de 24 h. Etapa finala a fost de fixare,
timp de 3 min prin imersarea plaselor in solutie de alcool etilic 10%.

Exemplul 2

Gelul compozit pe baza de colagen si minociclina a fost obtinut prin procesul descris
in exemplul 1 exceptand numarul de imersari ale plaselor in gelul obtinut. Tn acest proces
plasele au fost imersate de 3 ori la intervale de 24 h obtinandu-se astfel un strat triplu com-
parativ cu plasele obtinute in exemplul 1. Etapa finala de fixare s-a realizat conform
exemplului 1.

Exemplul 3

Gelul compozit pe baza de colagen si minociclina a fost obtinut prin procesul descris
in exemplul 1 exceptand procentul de minociclina utilizat, care a fost 0,6% (raportat la
colagen substanta uscata). Procesul de acoperire a plaselor sintetice a fost similar cu cel
descris in exemplul 1. Etapa finala de fixare s-a realizat conform exemplului 1.

Exemplul 4

Gelul compozit pe baza de colagen si minociclina a fost obtinut prin procesul descris
in exemplul 3. Procesul de acoperire a plaselor sintetice a fost similar cu cel descris in
exemplul 2. Etapa finala de fixare s-a realizat conform exemplului 1.

Exemplul 5

Gelul compozit pe baza de colagen si minociclina a fost obtinut prin procesul descris
in exemplul 1 exceptand procentul de minociclina utilizat, care a fost 0,4% (raportat la
colagen substanta uscata). Procesul de acoperire a plaselor sintetice a fost similar cu cel
descris Tn exemplul 4. Etapa finala de fixare s-a realizat conform exemplului 1.

Exemplul 6

Gelul compozit pe baza de colagen si minociclina a fost obtinut prin procesul descris
in exemplul 4. Procesul de acoperire a plaselor sintetice a fost similar cu cel descris in
exemplul 5 exceptand numarul de imersari realizate, in acest caz plasa sintetica imersandu-
se in gelul de colagen cu minociclina de doua ori. Etapa finala de fixare s-a realizat conform
exemplului 1.

Exemplul 7

Gelul compozit pe baza de colagen si minociclina a fost obtinut prin procesul descris
in exemplul 5. Procesul de acoperire a plaselor sintetice a fost similar cu cel descris in
exemplul 6. Etapa finala de fixare s-a realizat conform exemplului 1.

Plasa sintetica colagenata si impregnata cu minociclina obtinuta in aceasta inventie
este un sistem de eliberare controlata a unui medicament (minociclina) dintr-un film polimeric
natural (colagenul) reticulat astfel incat eliberarea medicamentului $i degradarea filmului, sa
se faca in acelasi timp, controlat, si sa asigure pe de-o parte tratamentul infectiei si pe de
alta parte regenerarea tesutului lezat in cazul interventiei chirurgicale.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a unui sistem de eliberare a medicamentelor de tip plase textile
colagenice, caracterizat prin aceea ca, colagenul fibrilar de tip I, obfinut din derma bovina
sub forma de gel, cu structura de triplu helix, cu continut de 1,1...2,3% colagen substanta
uscata se amesteca cu 0,1...0,8% minociclina solubilizata in prealabil cu solutie de hidroxid
de sodiu 1M si 0,15...0,9% glutaraldehida si formeaza o compozitie de colagenare care va
fi utilizata sub forma de solutie 0,2...0,3% n apa distilata, in care sunt imersate plasele
sintetice apoi aceste plase se lasa la uscat 24 h, in continuare etapa de imersare este
repetata de mai multe ori pentru a creste grosimea stratului de colagen cu minociclina si in
final se realizeaza fixarea prinimersarea plaselor in solutie de alcool etilic 10%, obtindndu-se
plasele colagenice de culoare galbena care sunt impregante cu minociclina.
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