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1. INTRODUCERE

Infectiile microbiene reprezintd o complicatie obisnuitd pentru o serie de dispozitive
biomedicale interne (proteze, implanturi percutanate) si externe (pansamente pentru plagi,
catetere urinare etc.), in special pentru cele care au contact cu pielea afectatd sau cu
membranele mucoasei vulnerabile.

Cu atat mai mult, infectiilesunt deosebit de importante pentru dispozitivele
permanente, cele care ar trebui utilizate pentru tot restul vietii pacientului.

De obicei, aceste dispozitive sunt implanturi ortopedice care finlocuiesc parti ale
sistemului 0sos, grefe arteriale, stenturi si alte componente care sustin functiile vitale.

cand apare o infectie post-chirurgicald care nu poate fi rezolvata prin medicatie uzuala,
dispozitivul intern infectat trebuie indepdrtat si inlocuit.

n zilele noastre, metodele de medicatie se bazeaza pe administrarea de antibiotice
pentru o perioadd mare de timp, de obicei ducand la complicatii datoritd specificitatii reduse,
eficientei scazute si rezistentei bacteriene.

Cea mai bun3d modalitate de a evita o astfel de situatie este de a dezvolta masuri
preventive eficiente bazate pe sisteme antibacteriene capabile sa furnizeze antibiotice, peptide
anti microbiene, extracte naturale, uleiuri esentiale etc. in situ, la locul plagii.

Scopul cercetérii postdoctorale este acela de a aborda aceste limitari, prin dezvoltarea
unei metode tehnologice pentru obtinerea schelelor compozite anorganice-organice
biomimetice cu aplicatii biomedicale, cu capacitatea de a regenera fesutul cutanat deteriorat.

Tn aceast3 privintd, compusii ca fibroind de matase poroasa (SF) / acid hialuronic (HA) /
alginat de sodiu (SA) sunt propusi sa fie sintetizati prin metoda de liofilizare impreuna cu agenti
terapeutici, ZnO nanostructurati si uleiuri esentiale care sd fie incorporate Tn matrice pentru o
activitate antimicrobian3 prelungité in timp ce accelereaza regenerarea tesuturilor.

Aceasti abordare ce utilizeazd substante active (de exemplu, uleiuri esentiale si
nanoparticule) prezintd o serie de avantaje, de ex. eficacitate ridicata la doze mici,
administrarea simultand de medicamente unice sau multiple, o concentratie stabild de
medicament si o aparitie mai mica de efecte secundare.

Tn prezent, antibioticele sunt agenti antibacterieni obisnuiti, cu o eficacitate ridicata
pentru tot felul de infectii chirurgicale si asociate dispozitivelor. Chiar dacd utilizarea lor creste

speranta de viatd a pacientului, se inregistreaza o serie de efecte secundare, in principal printr-




o administrare excesivi. Dintre acestea, rezistenta la antibiotice este un fenomen alarmant la
nivel global, prin urmare protocoalele clinice utilizate incearcd s3 limiteze doza lor de
administrare. Pentru a dep3si rezistenta la antibiotice, solutia medicala este de a promova
administrarea unei doze mai mici de bactericide direct in zona infectatd sau, chiar mai bine,
livrarea de nanoparticule cu activitate antimicrobiana.

Astfel, au Tnceput sa fie cercetate produse biocompatibile, bioresorbabile si usor de
produs si livrat sub tot felul de forme, materiale ca de exemplu Ag, ZnO, MgO, Cu etc. pe
hidrogeluri. Aceste hidrogeluri sunt usor de obtinut din aproape fiecare polimer hidrofil, se
obtin cu porozitate controlatd, densitate, absorbabilitate.

Prin definitie, hidrogelurile sunt o retea polimericd 3D capabila s& absoarba cantitati
mari de lichide fir§ a le modifica structura. Hidrogelurile pot fi utilizate pentru acoperirea
cateterelor, a lentilelor, a stenturilor, a implanturilor osoase, precum si pentru vindecarea
rinilor si injectarea locald a medicamentelor. Utilizarea lor ca materiale antimicrobiene s-ar
putea datora proprietétilor unice antimicrobiene pe care le posedd unii polimeri sau adaugarii
unor cantitdti mici de agenti antibacterieni.

n ciuda numérului mare de rapoarte stiintifice bazate pe materialele pansamentului, nu
existd dovezi cu privire la utilizarea matricelor poroase de tipul fibroind de matase (SF) / acid
hialuronic (HA) / alginat de sodiu (SA) utilizate pentru dispersia nanoparticulelor ZnO, precum si
a uleiurilor esentiale.

Arsurile reprezintd deteriorarea tisulard provocatd de expunerea excesiva la un agent
termic, chimic, electric sau radioactiv. Acesti agenti, in contact cu pielea provoaca distrugerea
arhitecturii tesutului rezultatdin urma cresterii permeabilitatii capilare ceea ce permite
extravazarea apei si a proteinelor din spatiul intracapilar spre exterior, acest proces are ca
rezultat sciderea presiunii oncotice capilare si cresterea celei interstitiale cu formarea
edemului interstitial [1-48]

n urma necrozei tesutului tegumentar acesta isi pierde functiile astfel la nivelul zonei
afectate pot patrunde cu usurintd microorganisme patologice, de asemenea functia de
termoreglare se pierde. [49]Este necesard interventia rapiddin cazul arsurilor, in functie de
gradul eisi suprafata afectatd din cauza riscului ridicat de infectie.

Tn prezent pentru regenerare tisulardse folosesc celule si matrici suport. Materialele

utilizate in proiectarea matricilor (polimeri naturali, polimeri sintetici sau materiale hibride) au




rolul de suport, aceste materiale produc un mediu optim pentru aderarea si proliferarea
celulelor implicate in acest proces de regenerare.

Proprietitile unice ale materialelor alese le fac potrivite pentru aceasta aplicatie. Dintre
acestea se enumerd: bioactivitatea, biocompatibilitatea, si rezistenta mecanica asemandtoare
cu cea a tesutului vizat.[50] Polimerii naturali implicati in sinteza matricei au fost: fibroina,
alginatul de sodiu si acidul hialuronic. Avantajul major detinut de polimerii naturali in
comparatie cu polimerii sintetici, il reprezintd biocompatibilitatea, astfel polimerii naturali sunt
recunoscuti de mediul fiziologic, fiind degradati prin procese de degradare metabolicd fara
riscul de a elibera compusi toxici.[51] Fibroneina de métase este o proteind constituita dintr-un
lant de polipeptide usor (L) si un lant de polipeptide greu (H) legate printr-o punte disulfurica
formand un complex H-L.

Lantul de polipeptide greu (H) reprezintdconstituentul principal in proteina care confera
materialului rezistentd mecanica.

Lantul de polipeptide (L) are o dimensiune mai redusa decéat H astfel nu contribuie n
consolidarea rezistentei mecanice.[52]

Alginatul de sodiu este unul dintre cei mai studiati polimeri naturali datorita
proprietatilor lui unice, din punct de vedere chimic este o polizaharida liniara formata din doua
unitati de acid D- manuronic si o unitate de acid L-guluronic.[53]

Proprietitile care au ficut acest polimer remarcabil in domeniul cercetdrii sunt:
biocompatibilitate, hidrofilicitate si biodegradabilitate, astfel polimerul este utilizat pentru
proiectarea si sinteza materialelor care intrdin compozitia dispozitivelor medicale implantabile
fira a prezenta potential toxic sau imunogenic.[54].

Un alt polimer natural intens studiat este acidul hialuronic. Din punct de vedere chimic
este 0 polizahariddin componenta céreia se gasesc alternativ unitati de N-acetil-D-gluzamindsi
acid glucuronic.

Polimerul intriin componenta tesuturilor umane, predominant in tesuturile moi, cdrora
le oferd elasticitate si flexibilitate in acelasi timp consolidand tesuturile cu o rezistenta
mecanici optim3, de asemenea este implicat in procesul de vindecare al leziunilor de la nivelul
pielii sau al mucoaselor. Acidul hialuronic promoveaza formarea matricei extracelulare (ECM)
prin interactiunile chimice pe care le formeazdin mod fiziologic. Proprietdtile acidul hialuronic

depind de masa moleculard a acestuia.[55]




Dintre diferitele tipuri de nanomateriale care au fost dezvoltate, oxizii metalici
nanostructurati (NMO) recent prezintd un mare interes. Oxizii nanostructurati ai materialelor,
cum ar fi: Zn, Fe, Cu, St, Zr, Mg au prezentat proprietdti nanomorfologice, biocompatibile,
netoxice si catalitice interesante.Aceste materiale prezinta cineticd Tmbunatatita a transferului
de electroni si capacitate puternica de absorbtie,de asemenea datoritd caracterului
semiconductor pot fi inclusi intr-o arie mare de aplicatii, de la sisteme cu eliberare controlata
de medicament, pana la biosenzori.[56]

Proprietdtile antibacteriene ale ZnO au fost intens studiate in scopul combaterii
agentilor patogeni,in moduri mai pufin agresive decat antibioticele sau antiviralele clasice. ZnO
s-a dovedit a fi eficient asupra celor mai réspanditi patogeni cum sunt: Escherichia coli, S
aureussi Klebsiella pneumonia.

Mecanismul prin care ZnO reusette si reducd rdspandirea microoganismelor in mediu
fiziologic, se explicd astfel: caracterul semiconductor datorita valorii benzii interzise de 3.28V
favorizeazi formarea ionilor metalici,iar prin procese de fotogenerare se formeaza specii
reactive de oxigen-ROS (radical hidroxid HO", radical superoxid O;'si apa oxigenata H,0,). ROS
produc leziuni componentelor celulare: acizilor nucleici, proteinelor, enzimelor, membranei
celulare. Proprietitile antibacteriene remarcabile depind de forma, morfologiasi suprafata
specificd a nanoparticulelor de ZnO, cu cat suprafata specifica este mai mare cu atat
proprietatea antibacteriand este mai intensa.[57]

O abordare diferitd asupra proiectdrii unor materiale inovatoare cu proprietdti
antibacteriene o reprezint utilizarea uleiurilor esentiale de cuisoare si oregano. Uleiul esential
de oregano este cunoscut ca fiind cel mai eficient antimicrobian natural, urmat de uleiul
esential de cuisoare.[10]

Principalele componente antibacteriene din uleiul de organo sunt carvacrolul si timolul,
ambii compusi prezentand hidrofobicitate ceea ce le permite sd se atageseze de membrana
celulei, astfel ei determind expansiunea membranei, cresterea permeabilitatii acesteia,
interactia cu proteinele celulare, inhiba procesul de respiratie celularasi afecteaza procesul de
transport al ionilor. Compusii au caracter antioxidant care determind inhibarea peroxidarii
fosfolipidelor lipozomale direct proportional cu concentratia.[58]

Uleiul esential de cuisoare contine eugenol (hidroxifenil propend), care din punct de

vedere chimic eugenolul face parte din clasa fenolilor aromatici.[59]




Compusul este foarte volatil, cu stabilitate chimicd scdzutd. Mecanismul prin care
eugenolul interactioneaza cu agentii patogeni si produc moartea acestora este: produce leziuni
membranei celulare formate din acizi grasi, produce modificari asupra morfologiei celulei,
afecteazd transportul ionilor si al ATP-ului, induce formarea ROS si inhibd activitatea unor

enzime bacteriene.[60]

2. DATE EXPERIMENTALE

Lucrarea isi propune proiectarea si fabricarea unui pansament ce contine fibroina de
métase, alginat de sodiu si acid hialuronic care va fi functionalizat cu ZnO si uleiuri esentiale cu
aplicatii in ingineria tisulard. Materialul este proiectat pentru a vindeca arsurile grave si va avea
proprietati antibacteriene care scad timpul de vindecare si imbundtatesc experienta

pacientului. Acest prototip propune inovarea terapiei de tratare a arsurilor.

3.1. Obtinerea Materialelor

Obtinerea nanopulberilor de ZnO s-a realizat prin prepararea a doud solutii. O solutie de
0,02 moli de acid oxalic cu 7,5 ml etanol si 2,5 ml apa distilatd, formand solutia I.

Solutia Il a fost obtinutd in urma dizolvérii a 6,556 g acetat de Zn in 2,5 ml apa distilata
prin agitare magnetica. Solutia Il rezultatd a fost turnata in picdtura peste solutia I.

Tn urma agitdrii magnetice, timp de 1h, la temperatura camerei, a rezultat un precipitat
alb, care a fost ulterior supus proceselor de filtrare i spalare cu apa distilatd. Urmand uscarea
80°C, timp de 24h, obtinandu-se astfel pulberea precursoare. Probele au fost supuse calcindrii

la 450°C. Fluxul tehnologic de obtinere este prezentat in figura 1.
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Figura 1. Mod de obtinere a nanoparticulelor de ZnO

Nanopulberile astfel obtinute au fost acoperite folosind 1% uleiuri esentiale (UE) pure
de oregano (0O) si cuisoare (C).

Pansamentele au fost obtinute pornind de la o solutie 4 % alginat de sodiu (SA) peste
care s-a addugat 0.016 g acid hialuronic (AH) si 0.08 g fibroina de matase (FM). Pentru a obtine
compozitele finale, in proba de SA/AH/FM au fost puse nanopulberile de oxid de zinc acoperite
cu 1% UE Tn proportii de 1, 3 si 5%. Probele astfel obtinute au fost congelate urmand apoi
procesul de liofilizare. Dupa liofilizare probele au fost imersate in solutie de Clorurd de Ca 3%
pentru a se realiza reticularea alginatului de sodiu. Dupa imersare probele au fost lasate la
uscatin aer.

Probele astfel obtinute au fost caracterizate n ceea ce priveste compozitia mineralogica,
morfologia, activitate antimicrobiand prin metoda concentratiei minime inhibitorii (CMI) si
metoda Biofilm — material solid fictionalizat.

3.2. Difractie de raze X

Analizele de difractie de raze X s-au obtinut folosind un difractometru de raze X
PANalytical Empyrean, care utilizeaza un fascicul de raze X caracteristic Cu Ka, echipat cu
monocromator hibrid pentru Cu si detector PIXcel3D. Analizele s-au realizat folosind geometria
Bragg-Brentano pentru unghiuri 26 = 20-80°.

Spectrele de difractie de raze X pe nanopulberile de ZnO sinterizate sunt prezentate in
figura 2
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Fig. 2. Spectre de difractie de radiatii X pentru nanopulberile sintetizate: nanopulbere

ZnO a), acoperite cu ulei de cuisoare b) si cu ulei de Oregano c)

Spectrele de difractie de raze X ne relevd formarea de ZnO hexagonal corespunzator
fisei ICDD[01-080-4199] ca singurd faza cristalind, prezenta UE neavand niciun efect asupra
cristalinitatii.

3.3. Microscopie electronica de baleiaj (SEM)

Morfologia probelor de ZnO precum si a pansamentelor a fost analizata prin microscopie
electronicd de baleiaj. Studierea morfologiei probelor s-a efectuat cu ajutorul microscopului
electronic cu baleiaj QUANTA INSPECT F echipat cu spectrometru de raze X dispersiv in energie
(EDAX).

in figura 3 sunt prezentate imaginile SEM pentru materialele obtinute.
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Din figura 3 se remarcd faptul cdprobelede ZnO prezintd structuri bine conturate sub
forma aciculard si poliedrald pentru toate cele 3 pulberi de ZNO. Tn imaginile la mérire mare se
poate observa natura probelor, ele fiind nanostructurare. Practic pulberea este formatd din
structuri micronice nanostructurate.
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Figura 3g) Pansament cu 5% UE de Cuisoare

Imaginile de microscopie electronicid de baleiaj obtinute pentru pansamentele cu
nanostructurile de oxid de Zn precum si cel frd ne relevd o morfologie foarte poroasa, tipica
pentru probe liofilizare, cu o distributie foarte uniformd a oxidului de zinc in toate cele 3
concentratii. Fapt confirmat si in imaginile de distributie dupa elemente. fn imaginea cu
pansamentul fir3 oxid de zinc, la imaginea in detaliu se poate observa si fibroina de matase.
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Figura 3 j) Pansament cu 5% UE de Oregano

Imaginile de microscopie electronicd de baleiaj obtinute pentru pansamentele cu
nanostructurile de oxid de Zn acoperite cu ulei de oregano ne relevd o morfologie foarte
poroasd, tipicd pentru probe liofilizare, cu o distributie foarte uniformd a oxidului de zinc in
toate cele 3 concentratii. Fapt confirmat si in imaginile de distributie dupd elemente.

3.4, Activitate antimicrobiana

Nanopulberile obtinute si pansamentele sintetizate au fost testate folosind urmatorul
protocol: Tulpinina de Staphylococcus aureus a fost mentinuta pe bulion nutritiv cu 20% glicerol
la -80°C. Pentru testele antimicrobiene microorganismele au fost insdmantate pe geloza
nutritivi. Coloniile obtinute au fost utilizate pentru obtinerea de suspensii in AFS (apa
fiziologicd sterild) de densitate opticd 0,5 Mc Farland (1-3x108 UFC/mL).

Metoda CMI (stabilirea concentratiei minime inhibitorii)

Pentru stabilirea CMI s-a utilizat o metoda cantitativd, bazata pe realizarea unor
microdilutii seriale binare n mediu lichid (bulion simplu), repartizat steril in pldci cu 96 de
godeuri. Tn primul godeu al fiecarui sir s-a addugat o cantitate de compus/nanosistem bioactiv
corespunzitoare unei concentratii de 5mg/mL. Ulterior, cu ajutorul unei micropipete s-au 12
realizat dilutii binare, pornind de la godeul 1 (concentratie 5mg/mL) pénd la godeul 12 (unde
concentratia finald va fi de 0,002441406 mg/mL).

Dupd realizarea microdilutiilor, in fiecare godeu s-au adaugat 15 pL suspensie
microbian3 de densitate 0.5 McFarland. Pldcutele insdmantate au fost incubate 24h la 37°C, iar
dup3 incubare valoarea CMI pentru fiecare compus/nanosistem in parte s-a stabilit
macroscopic, ca fiind ultima concentratie a acestuia la care nu s-a mai observat aparitia cresterii
microbiene, respectiv aparitia turbiditdtii mediului, dar si prin citire spectrofotometrica a
absorbantei culturii microbiene dezvoltate in mediul lichid la 620 nm (figura 4).

Biofilm — material solid functionalizat




Pentru testarea efectului suprafetelor obtinute asupra producerii de biofilme,
materialele obtinute au fost tdiate la dimensiunile de 0,6 cm si sterilizate prin expunere la
radiatii UV timp de 20 min pe fiecare parte.

Cate un fragment de material steril a fost depus individual intr-un godeu al unei pldci cu
24 godeuri sterile. Peste materialele depuse, in godeuri s-a addugat 1 mL mediu lichid (bulion
simplu) si ulterior 20 pL suspensie microbiand de densitate 0,5 McFarland.

Plicile cu godeuri astfel pregétite, au fost incubate la 37°C timp de 24h. Dupd incubare
materialele au fost spilate cu AFS si depuse intr-un tub steril intr-un mL AFS. Tubul a fost
vortexat energic timp de 30 secunde pentru desprinderea celulelor din biofilm.

Suspensia celulard obtinutd a fost diluatasi diferite dilutii au fost insdmantate pe placi cu
mediu de cultura solidificat ih vederea obtinerii si cuantificarii numarului de unitati formatoare
de colonii (UFC/mL) (figura 5).
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Figura 5. Biofilm — material solid functionalizat

Analizdnd datele obtinute pentru materialele testate putem spune faptul
capansamentele acoperite cu ZnO cu uleiurile esentiale au efect bun antimicrobian, iar cu cat se
creste concentratia de ZnO creste si proprietatea antimicrobiana.

3. CONcLuzil

n prezentul studiu au fost sintetizate pansamente pe bazd de alginat de sodiu cu acid
hialuronic si fibroind de matase care au fost acoperite cu particule de oxid de zinc
nanostructurate functionalizate cu uleiuri esentiale pure de oregano si cuisoare.

Tn urma analizelor se constatd o distributie foarte bund a nanostructurilor in matricea de
AS/AH/FM.

Activitatea antimicrobiana a fost cu atat mai buna cu cat s-a crescut concentratia de ZnO
functionalizat, cele mai bune rezultate obtinandu-se pentru AS/AH/FM 5%ZnO@C.

Probele obtinute pot fi utilizate cu succes in tratarea plagilor asigurand o protectie
antimicrobiana ridicata, eliminand astfel riscul de infectare a plagilor.
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