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Inventia se refera la combinatii medicamentoase obtinute prin asocieri ale unui
extract bioactiv marin cu doua principii active cunoscute: acidul a-lipoic si acidul ascorbic,
cu multiple actiuni farmacologice, pentru ob{inerea de biocomplexe cu sinergisme de actiune
sistemica si locala, precum si la formulari de produse obfinute prin conditionarea acestora
sub diverse forme farmaceutice utilizate in tratamentul bolilor inflamatorii degenerative,
reumatismale: spondiloze, osteoartrite, condrite, osteoporoza, spondilita anchilozanta, dureri
articulare, artroze, paradontopatii, traumatisme osteoarticulare, convalescenta post-chirurgi-
cala, procese degenerative cutanate, disfunctionalitati si carente metabolice premergatoare
instalarii acestor patologii, echilibrand balanta homeostatica a organismului.

Terapiile actuale pentru afectiunile inflamatorii, reumatice si degenerative cuprind,
in mare parte, substante chimice sintetice cum sunt: glucocorticoizi, prednison, prednisolon,
diprophos, antiinflamatoare nesteroidiene, salicilati, pirazoli, oxicami, diclofenac, saruri de
aur, imunosupresoare-metrotrexat, azatioprina, cloramfenicol, ciclofosfamida care au efi-
cienta dar si multe reactii si efecte adverse, impunandu-se o stricta supraveghere a bolnavu-
lui. De aceea tendinta actuala este indreptata spre obtinerea de medicamente din surse
naturale vegetale, marine, animale, cu eficienta dovedita dar fara efecte secundare.

Conform studiilor realizate de P.J. McCarthy si SA. Pomponi (2004), oceanul
reprezinta o sursa imensa de produsi naturali, furnizati in principal de organismele vii, mediul
acvatic continand peste 80% din speciile de plante si animale de pe planeta.

Datele statistice privind produsele naturale, extractia de substante bioactive din specii
marine (alge uni- si pluricelulare, nevertebrate, pesti) arata ca foarte putine au ajuns la
produs farmaceutic, steril, autorizat pentru punere pe piata.

In 2010, existau pe piata la nivel mondial doar 3 medicamente de origine marina
aprobate de FDA, unul aprobat in UE si 13 produse noi, in diferite stadii clinice/faze de
dezvoltare farmaceutica (Mayer A.M.S., 2010). Dintre acestea peste 13 sunt medicamente
destinate terapiei diferitelor tipuri de cancer, unul pentru ameliorarea durerilor in tratamentul
AIDS si cancer si unul pentru tratarea schizofreniei. De asemenea, existd numeroase
suplimente naturale pe baza de ulei de peste din diferite specii, avind ca substanta activa
acizi sau diferiti derivati - esteri - ai acizilor omega 3, 6, 9 pentru tratarea hipertrigliceridemiei.

Interesul pentru obfinerea produselor/medicamentelor marine este in crestrere si
fiindca organismele marine reprezinta o sursa imensa de materie prima nepoluata. Un studiu
de piata realizat in 2011 arata ca valoarea medicamentelor de origine marina a fost de
4.8 miliarde dolari, in 2012 de 5,3 miliarde dolari, iar in 2016 se asteapta sa creasca la
8,6 miliarde dolari.

Produsele de pe piata cu actiune terapeutica antiinflamatoare (Kineret, Novalgin,
Diprophos, Mucosat, Dona, Rumalon) amelioreaza simptomatologia fazei acute, puseele de
acutizare ale afectiunilor cronice si recidivele, fara insa a le vindeca si a actiona prin
inhibarea cailor declansatoare bolii si regenerarea tesutului degenerativ asa cum actioneaza
complexul conform inventiei, prin actiunea sinergica a compusilor inclusi in acesta.

Bolile inflamatorii, degenerative si reumatismale se instaleaza si evolueaza la nivel
osteoarticular dar si pe fondul perturbarii functionalitatii sistemice: la nivel imunitar cu sinteza
de citokine accelerand procesele degradative, la nivel oxidativ cu eliberare de exces de
specii reactive de oxigen cu efect nociv sistemic/local, la nivel hormonal datorita involutiei
acestora si implicit a funciiei de sustinere a tesutului osos.
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Evaluarea de ansamblu a brevetelor de inventie si a cererilor de brevete recente,
evidentiaza faptul ca exista un numar restrans de produse care revendica compozitii farma-
ceutice injectabile de origine marina, cu efecte sistemice in boli inflamatorii, degenerative si
reumatice dezvoltate nu numai de varsta ci si de conditiile ambientale si fizio-patologice
speciale.

Conform brevetului RO 110124 o metoda moderna de tratament a afectiunilor reuma-
tice este terapia antihialuronidazica, ce propune o compozitie medicamentoasa sub forma
injectabila ce contine 0,010 parti extract de peste cu actiune antihialuronidazica, 0,005 parti
fenol si 0,003 parti metabisulfit de sodiu intr-un volum de 1 mL. Concentratul bioactiv con-
form inventiei este o solutie apoasa cu 10% substanta activa, din care 7...9% polimeri muco-
polizaharidici si un adaos de 1...3% condroitinsulfat.

Brevetul RO 98316 protejeaza o solutie de uz extern ce contine pe langa extractul
de peste, camfor si ulei de menta, iar pentru o solutie de uz stomatologic, in RO 111017 se
adauga si ZnCl,, nipagin si nipasol.

Tehnologia de obtinere a concentratului bioactiv de peste marin si alte organisme
marine a cunoscut o evolutie continua, inca din 1982, cand a fost descrisa pentru prima data
in brevetul RO 82273.

Astfel, RO 115696 breveteaza o compozitie medicamentoasa ce are drept substanta
activa concentratul bioactiv de peste marin marunt sau din alte organisme marine, fiind un
complex de polimeri mucopolizaharidici, aminoacizi, peptide, ioni de Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu,
Zn, cu actiune antihialuronidazica si antiinflamatoare, ce contine chondroitin sulfat cu actiune
restitutiva si antihialuronidazica. Concentratul bioactiv poate fi obtinut sub forma de solutie
apoasa cu 10% substanta uscata sau in stare liofilizata.

Brevetul RO 120948 B1 protejeaza o compozitie medicamentoasa cu utilizare n
tratamentul reumatismului degenerativ, osteoporoza, spondilita anchilozanta, paradontopatii,
tumori maligne, in diferite afectiuni de tip inflamator degenerativ, in convalescente, pe baza
de concentrat bioactiv, asociat cu acidul ascorbic si glutationul in raport 20:80:2, conditionat
sub forma de solutie injectabila sau capsule gelatinoase; produsul poate fi conditionat si prin
liofilizare, situatie Tn care compozitia medicamentoasa confine un amestec de concentrat
bioactiv de peste marin marunt cu Na,HPO, - 12H,0O in raport 68:32 in apa structurata tip ,I".

Produsul nou obtinut conform prezentei inventii, largeste aria de tratament avand si
actiune locala dar si sistemica in boli degenerative, reumatismale si inflamatorii, este un
produs cu efecte farmacologice superioare fata de restul produselor din piata, fiind obtinut
prin asocierea concentratului bioactiv marin cu eficient{a dovedita brevetat in RO 115696 cu
acidul a-lipoic si/sau cu acidul ascorbic, cu actiuni cunoscute si dovedite.

Acidul a-lipoic (acid 6,8-ditio-octanoic), este un compus sintetizat in organismul uman
si animal Tn mitocondrii, dar sinteza sa diminua dupa varsta de 50 de ani. Acidul a-lipoic
poate fi insa obtinut si din surse exogene (ficat, inima, spanac, brocoli etc) ceea ce ar putea
suplimenta deficitul endogen. Exista o crestere a numarului de publicatii care confirma efec-
tul benefic al acestei molecule in terapia multor boli inclusiv diabet, ateroscleroza, procese
degenerative la nivel neuronal, boli ale articulatiilor sau sindromul imunodeficientei
dobandite. Interesul manifestat de medicina contemporana pentru acidul a-lipoic se dato-
reaza in principal potentialului sau reducator unic. Datorita potentialului redox scazut al sis-
temului lipoat/dihidrolipoat, acidul a-lipoic redus participa atat la reaciiile de neutralizare a
speciilor reactive ale oxigenului cat si la reducerea formelor oxidate ale altor antioxidanti
(spre exemplu: glutation, vitamina E, coenzima Q10). Mai mult decét atat, este un compus
solubil atat in apa cat si in lipide, aceasta caracteristica fiind unica printre antioxidanti. Este
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activ atat in forma oxidata cat si in forma redusa, actionand ca distrugator redutabil asupra
unor radicali liberi extrem de periculosi: OH , HCIO, O" si poseda o actiune protectoare
asupra multor organe tinta pentru radicalii liberi, dar mai ales pentru creier. Ajuta la sinteza
glutationului, protejeaza de oxidare HDL-colesterolul, impiedica depunerea grasimilor in
peretii arteriali, limiteaza procesul de glicare (prin care glicemia crescuta reactioneaza cu
proteinele tisulare alterandu-le, conducand astfel la procese de imbatranire precoce, leziuni
renale, ateroscleroza, retinopatie) si reduce rezistenta la insulina. Activeaza metabolismul
celular, actionand direct asupra ciclului Krebbs. Este activ in aplicatii locale la nivelul pielii
(unguent 5% sau 45%), prin care penetreaza bine, fiind utilizabil cu bune rezultate in caz de
calvitie androgenica, inflamatji, psoriazis, reactii autoimune, procese degenerative cutanate
si de Tmbatranire; i s-a descoperit si rol fotoprotector asupra pielii agresate de catre radiatiile
ultraviolete. Este o substanta extrem de potenta impotriva oricarei localizari canceroase
(preventiv, dar si curativ).

Acidul ascorbic este cunoscut pentru activitatea antioxidanta, imunostimulatoare si
antialergica (reduce nivelele crescute de histamina din organism), are potential terapeutic
in patologia cardiovasculara (reglator al tensiunii arteriale, antitrombotic, boala coronariana
etc), favorizeaza asimilarea fierului (creste rata de absorbtie a fierului la nivel intestinal)
avand totodata efect hipoglicemiant, antitumoral.

Proportia intre componentele active asociate este diferita fata de cea din
RO 120948 B1, atat in forma de solutie injectabila cat si in cea de pulbere liofilizata.

Asocierea acidului a-lipoic determina efectul puternic antioxidant dovedit prin studiile
experimentale in vitro si in vivo, acesta fiind sustinut si de utilizarea lui in diferite compozitii
medicamentoase.

Astfel, exista pe piatd o serie de produse/suplimente alimentare ce confin acid
a-lipoic: de exemplu Thioctaced (Meda Pharma Gmbh & Co KG, Germania) comprimate sau
solutie injectabila, Thiogamma 600 (Worwag Pharma GmbH & Co KG, Germania) sub forma
de concentrat pentru prepararea solutiei perfuzabile si comprimate filmate, Tiolin capsule
(Wave Pharma, UK) toate acestea avand ca indicatie terapeutica neuropatia diabetica.

Brevetul EP 2653161 (A1) propune introducerea acidului a-lipoic in hrana animalelor,
pentru cresterea densitatii minerale osoase, prin modularea degradarii enzimatice a
cartilajelor articulatiilor.

EP 2571498 (A1) propune compozitii farmaceutice apoase injectabile ce pot contine
diclofenac, paracetamol sau prometazina, si includ ca agent antioxidant acidul a-lipoic, in
proportie de 0,05...2 g/L.

O formula farmaceutica injectabila ce contine docetaxcel si acid a-lipoic, este breve-
tatda de WO 201302269 (A1); concentratia acidului a-lipoic, ca agent antioxidant fiind
cuprinsa intre 0,1...6,25 mg/mL.

Pentru tratarea diabetului, a neuropatiilor, cataractei, obezitatii, bolilor cardiovas-
culare, Parkinsonului, fibrozei hepatice si a miopatiilor, brevetul WO 201318008 (A1),
propune o compozitie sub forma de solutie apoasa de acid a-lipoic, in concentratie de
5...130 mg/mL intr-o doza ce poate contine intre 300...1200 mg acid a-lipoic, alaturi de ali
excipienti ce pot fi: acetil-carnitina, seleniu, coenzima Q, vitamine.

Pentru prevenirea sau tratarea semnelor imbatranirii, brevetul FR 2979539 (A1),
propune o compozitie injectabila sterila, cu acid hialuronic si acid a-lipoic. Cantitatea de acid
hialuronic este cuprinsa intre 0,5...4%, iar cea de acid a-lipoic intre 0,5...10000 ppm.
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Brevetul CN 102172352 (A), propune o compozitie liofilizata uniforma si stabila de
acid a-lipoic ce contine si manitol si acid citric. Acidul citric este adaugat in proportie de 2%
fata de acidul a-lipoic, iar raportul acid a-lipoic:manitol poate fi 1:(1-3).

Brevetul US 6448287 B1 propune o compozitie farmaceutica pentru tratarea
cancerului la om sau animal continand acid a-lipoic si acid ascorbic in raport de 1:10 pana
la 1:100, conditionata sub forma de solutie perfuzabila.

Din datele prezentate cu privire la stadiul tehnicii in domeniul ob{inerii unor substante
sau produse bioactive cu actiune antiinflamatoare locala dar si sistemica din peste marin gi
alte organisme marine rezulta urmatoarele:

- produsele medicamentoase asemanatoare prezentate mai sus, obtinute pe baza
de extract bioactiv marin contin o proportie diferita a principiilor active;

- produsele medicamentoase prezentate mai sus sunt obfinute din asocierea
concentratului bioactiv marin cu alte principii active, diferite de cele propuse in aceasta
propunere de brevet;

- conform stadiului tehnicii nu s-au realizat compozitii medicamentoase obftinute prin
asocierea extractului bioactiv marin cu acidul a-lipoic;

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in asocierea materiilor prime i
stabilirea rapoartelor de asociere ale componentelor in compozitii sub forma de solutie
injectabila sau pulberi liofilizate, care prin potentarea proprietatilor terapeutice individuale
converg lalargirea domeniului indicatiilor terapeutice, datorita efectelor complementare care
genereaza sinergisme de actiune sistemica si locala in boli inflamatorii, degenerative si
reumatismale.

Compozitia farmaceutica pe baza de extract bioactiv de origine marina, conform
inventiei, inlatura dezavantajele stadiului tehnicii prin aceea ca, aceasta cuprinde 5...20%
extract bioactiv de origine marina, 0,5...3% acid a-lipoic liber sau o sare a acestuia si,
optional, 2...10% acid ascorbic liber sau o sare a acestuia, procentele fiind exprimate in
greutate, obtinuta sub forma de solutie.

De asemenea, compozifia farmaceutica pe baza de extract bioactiv de origine
marina, conform inventiei, cuprinde 10...60% extract bioactiv de origine marina, 20...85%
acid a-lipoic liber sau o sare a acestuia si, optional, 35...75% acid ascorbic liber sau o sare
a acestuia, procentele fiind exprimate n greutate, obtinuta sub forma de pulbere atomizata
sau liofilizata.

Intr-o varianta preferatd, compozitia farmaceuticd conform inventiei este conditionata
sub forma de solutie injectabila cu un continut de 5...20 mg/ml extract bioactiv de origine
marina substanta uscata, 5...30 mg/ml acid a-lipoic liber sau o sare a acestuia si, optional,
20...100 mg/ml acid ascorbic liber sau o sare a acestuia.

O alta varianta de conditionare preferata a compozitiei farmaceutice conform inventiei
este sub forma de solutie injectabila continand 1...2% (m/v) pulbere liofilizata.

Intr-o ultimé variant& preferata, compozitia farmaceuticd conform inventiei este con-
ditionata sub forma de gel, supozitoare, ovule, emulsie sau crema dermato-cosmetica, cu
un continut de 4...15% (m/m) pulbere atomizata, restul fiind excipienti si conservanti uzuali.

Produsele medicametoase derivate, conform inventiei se obtin prin conditionarea
acestor compoziii sub diferite forme farmaceutice:

- medicament injectabil sub forma de solutie:

- pulbere:

- liofilizata pentru conditionare sub forma de solutie injectabila;

5

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

RO 130738 B1

- atomizata pentru conditionare sub forma de gel, supozitoare, ovule, emulsie,
creme dermato-cosmetice (inflamatii, psoriazis, procese degenerative cutanate si de
imbatranire).

Conform inventiei, compozitiile medicamentoase sub forma de solutie injectabila,
contin per militru: 5...20 mg extract bioactiv de origine marina - substanta uscata, 5...30 mg
acid a-lipoic liber sau o sare a acestuia de tipul: lipoat de mono- sau dietanolamina, -
glucamina sau un derivat N-alchil precum N-metilglucamina, - etilendiamina sau - hexametil-
entetramina, - trometamina sau o sare de tipul lipoat de sodiu sau potasiu, si/sau 2..10 mg
acid ascorbic liber sau o sare a acestuia alaturi de excipienti cu rol de stabilizatori 0,1...2%,
solubilizanti 1...20% si corectori de pH. Stabilizatorii folositi sunt de tipul agentilor chelatori
de ioni metalici, agentilor tiolici reducatori sau sulfiti/sulfati anorganici cu caracter reducator.
Solubilizantii folositi sunt de tipul: alcooli mono/polihidroxilici, iar pentru corectarea pH-ului
se foloseste acid clorhidric sau hidroxid/bicarbonat de sodiu. Solutia obtinuta se filtreaza
aseptic cu filtre biologice de 0,45 si 0,22 microni si se infioleaza in fiole brune de 1...2 mL
avand un pH final situat intre 5,0...8,0.

Medicamentul sub forma de pulbere liofilizata in flacoane de 5...10 mL, contine per
mililitru de solutie/suspensie reconstituita: 5...20 mg extract bioactiv - substanta uscata,
5...30 mg acid a-lipoic liber sau o sare a acestuia si/sau 2...10 mg acid ascorbic liber sau o
sare a acestuia.

Medicamentul sub forma de pulbere atomizata contine 1...25% extract de origine
marina, 20...60%) acid a-lipoic si/sau 35...75% acid ascobic, procentele fiind exprimate in
unitati de masa (m/m), raportate la substanta uscata.

Compozitile medicamentoase obtinute conform inventiei prin asocierea extractului
de origine marina cu acid a-lipoic si/sau acid ascorbic prezinta numeroase avantaje, fiind
eficiente:

- la nivelul articulatiilor dar si la nivel sistemic, echilibrdnd balanta homeostatica a
organismului prin actiunea antiinflamatoare, antioxidanta;

- stimulatoare a sintezei fibrelor de colagen, mucopolizaharidelor matricii inter-
celulare;

- In anihilarea carentelor metabolice secundare;

- Tn dinamica calciului si sustinerea tesutului osos;

- In stimularea osteoblastelor si inhibarea osteoclastelor;

- In cresterea rezistentei organismului la instalarea tolerantei la medicamente;

- in hidroxilarea steroizilor cu rol de potentare a actiunii lor biostimulatoare, trofic-
regenerativa, antihialuronidazica, condrorestitutiva, imuno-stimulatoare;

- In restabilirea balantei proliferare/degenerare;

- In sinteza acizilor nucleici;

- in reglarea activitatii cardio-vasculare;

- la nivelul proceselor inflamatorii $i de imbatranire cutanate.

Intervenind Tn reglarea acestor procese inter-relationate, combinatiile farmaceutice
sunt destinate tratamentului afectiunilor reumatice si degenerative si a statusului inflamator:
spondiloze, osteoartrite, condrite, osteoporoza, spondilita anchilozanta, dureri articulare,
artroze, paradontopatii, traumatisme osteoarticulare, stari de convalescenta post-operatorie,
procese degenerative cutanate, disfunctionalitati si carente metabolice premergatoare
instalarii patologiilor mentionate.
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Se dau in continuare 9 exemple nelimitative de realizare a inventiei.

Exemplul 1

Peste pulberea de acid a-lipoic solubilizata in alcool etilic (10% in masa finala de
preparat) se adauga sub agitare si barbotare de azot o solutie ce contine acid ascorbic -
bicarbonat de sodiu in raport molar 1:1 si apoi extract bioactiv marin. Solutia astfel obtinuta
se filtreaza aseptic, pe o instalatie prevazuta cu membrana de 0,22 microni, dupa care se
supune infiolarii in fiole de 1 mL/2 mL. Fiolele se pastreaza ferite de lumina, la temperatura
camerei.

Medicamentul injectabil, sub forma de solutie limpede, de culoare galbuie, cu pH
6+7,5 in fiole brune de 1 ml, are urmatoarea compozitie: 0,01 g extract bioactiv marin -
substanta uscata, 0,01 g acid a-lipoic si 0,02 g acid ascorbic.

Exemplul 2

Peste pulberea de acid a-lipoic umectata cu glicerina (5% in masa finala de preparat)
se adauga sub agitare o solutie de trometamina in raport molar 1:1 si apoi extractul bioactiv
marin. Solutia astfel obtinuta se filtreaza aseptic, pe o instalatie prevazuta cu membrana de
0,22 microni, dupa care se supune infiolarii in fiole de 1 mL/2 mL. Fiolele se pastreaza ferite
de lumina, la temperatura camerei.

Medicamentul injectabil, sub forma de solutie limpede, de culoare galbuie, cu pH
6,5+7,8, in fiole brune de Iml, are urmatoarea compozitie: 0,02 g extract bioactiv marin-
substanta uscata si 0,02 g acid a-lipoic.

Exemplul 3

Peste o solutie de ascorbat de sodiu se adauga sub agitare si barbotare de azot
extract bioactiv marin. Solutia astfel obtinuta se filtreaza aseptic, pe o instalatie prevazuta
cu membrana de 0,22 microni, dupa care se supune infiolarii in fiole de 1 mL/2 mL. Fiolele
se pastreaza ferite de lumina, la temperatura camerei.

Medicamentul injectabil, sub forma de solutie limpede, de culoare slab galbuie, cu
pH 5+6,5, in fiole brune de 2 mL, are urmatoarea compozitie: 0,02 g concentratul bioactiv
de peste marin - substanta uscata si 0,1 g acid ascorbic.

Exemplul 4

Peste o solutie de acid a-lipoic-trometamina (in raport molar 1:1) se adauga treptat,
sub agitare usoara, solutia de ascorbat de sodiu si apoi extractul fluid de origine marina.
Amestecul obtinut se filtreaza pe o membrana de 0,22 microni si se concentreaza prin
evaporare sub vid la maximum 40°C pana la un volum de minimum 1/3 din initial. Solutia
astfel obtinuta se supune liofilizarii in flacoane brune de 5 mL. Flacoanele se pastreaza ferite
de luming, la temperatura camerei. Pulberea obfinuta este de culoare galben-cafenie,
nehigroscopica, cu un continut uniform de 12,5% extract uscat de origine marina, 25% acid
a-lipoic si 62,5% acid ascorbic.

Exemplul 5

Peste 700 g faza apoasa de polimeri gelatori obtinuta prin hidratare la temperatura
de 55°C, neutralizata cu solutie de hidroxid de sodiu si racita ulterior la temperatura de 25°C,
se adauga sub agitare 250 g pulbere atomizata pe baza de extract de origine marina, acid
a-lipoic si acid ascorbic. Se adauga conservantii antimicrobieni si apa purificatd pana la
1000 g. Amestecul se omogenizeaza sub agitare la 1500...3000 rpm, timp de 15 min. Se
obtine un gel (de tip hidrogel), cu aspect de gel opac, de culoare galbuie si pH 5,5...7,5.
Produsul medicamentos de uz extern se conditioneaza in tuburi de aluminiu de 30 g.
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Exemplul 6

Peste 0 masa de supozitoare topita la 37°C se adauga sub agitare pulberea atomi-
zata pe baza de extract de origine marina si acid a-lipoic. Se dozeaza masa de supozitoare
in alveole din folie PVC/PE si se raceste la temperaturi de 4...10°C. Supozitoarele obtinute
in doze de 10 g au aspect opac, de culoare galbuie si contin 33% pulbere atomizata pe baza
de extract bioactiv marin si acid a-lipoic, in raport de masa 1:0,6.

Exploatarea de resurse marine si utilizarea lor eficienta in asociere cu alte principii
active pentru obtinerea de biocomplexe cu sinergisme de actiune sistemica si locala in boli
degenerative, reumatismale siinflamatorii presupune studii avansate de cercetare industriala
si dezvoltare experimentala care fundamenteaza baza de date a efectelor moleculare si celu-
lare integrative ale grupului structural inovativ cu actiune farmacologica. Bolile inflamatorii,
degenerative si reumatismale se instaleaza si evolueaza la nivel osteoarticular dar si pe
fondul perturbarii functionalitatii sistemice, la nivel imunitar cu sinteza de citokine accelerand
procesele degradative dar si la nivel oxidativ cu eliberare de exces de specii reactive de
oxigen cu efect nociv sistemic/local. Prin cercetarile in vitro efectuate la nivel celular si
acelular s-a demonstrat inalta eficacitate a complexului inovativ in echilibrarea balantei
homeostatice a organismului prin actiunea antiinflamatoare si antioxidanta.

Exemplul 7

Studii de citotoxicitate

Analizele in vitro sunt precedate de testele de citotoxicitate a principiilor active la nivel
celular care definesc intervalul de toxicitate si dozele de substante active cu potential
biologic activ. Efectul citotoxic al unei substante asupra unei linii celulare se evalueaza prin
stabilirea corelatiei dintre scaderea viabilitatii celulare (testul MTS) si cresterea activitatii
enzimatice in mediul de cultura (testul LDH). Pentru evaluarea citotoxicitatii probelor luate
in studiu s-a utilizat linia celulara standardizata HS27. S-a efectuat la 24 h aderare celulara
si 24 h actiune substanta activa, numar de celule: 7000 celule/godeu, conform protocolului
de lucru pentru trusa de reactivi specifici (MTS/LDH). Testele de citotoxicitate s-au desfa-
surat atat pentru extractul bioactiv marin, acidul a-lipoic si acidul ascorbic luate individual cat
si pentru combinatii ale acestor componente incluse in proportii diferite n proba de testat:

- extractul organic marin (componenta CP) a fost testat pe linia de fibroblasti normali
in urmatoarele concentratii: CP 0,01%; 0,025%; 0,05%; 0,1%; 0,15%; 0,2%; 0,25%; 0,3%;
0,35% si s-a constatat ca acesta manifesta actiune citotoxica incepand cu concentratia
0,4%;

- acidul a-lipoic (componenta C1). S-au testat urmatoarele concentratji: C1 0,02%;
0,08%; 0,14%; 0,20%; 0,40%; 0,60%; 0,80%:; 1%. S-a evidentiat efect citotoxic incepand cu
concentratia 0,14% datorat reducerii semnificativae a parametrului indicator de activitate
celulara la nivel mitocondrial (MTS) si de cresterea concomitenta a gradului de deteriorare
membranara ca urmare a concentratiei crescande de LDH in mediul extracelular;

- acidul ascorbic (componenta C2) a fost testat la urmatoarele concentratii:
C2 0,002%; 0,004%; 0,006%; 0,008%; 0,01%; 0,02%; 0,04%; 0,06%, 0,08% si 0,1%. S-a
observat ca acesta manifesta actiune citotoxica incepand cu concentratia de 0,04%, datorita
cresterii LDH,;

- combinatia dintre componentele C2 (acid ascorbic) + C1 (acid a-lipoic): S-au testat
urmatoarele concentratii de amestec C2 + C1: 0,004% + 0,002%; 0,01% + 0,008%; 0,008%
+0,004%; 0,02% + 0,014%; 0,02% + 0,02%; 0,02% + 0,08%; 0,02% + 0,14%. S-a remarcat
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un efect de crestere a viabilitatii celulare (parametrul MTS) prin actiunea C2 si o permeabili-
zare a membranei celulare la adaugarea unei cantitati crescute de C2 ceea ce dovedeste
rolul de activator metabolic celular al compusului C2. Substantele C1 si C2 in asocierile
studiate nu prezinta efect citotoxic.

- combinatia CP (extract de origine marina) + componenta C2 (acid ascorbic): S-au
testat urmatoarele concentratii: C2 + CP 0,002% + 0,01%; 0,004% + 0,01%; 0,008% +
0,05%; 0,01% + 0,1%; 0,02% + 0,1%; 0,02% + 0,2%; 0,04% + 0,3%. S-a concluzionat faptul
canivelul MTS se mentine ridicat pentru toate combinatiile de concentratii testate cu exceptia
asocierii C2 0,04% + CP 0,3% unde se constata cresterea nivelului LDH ceea ce indica un
potential citotoxic probabil datorat componentei C2. insa componenta C2 are capacitatea de
a mentine un nivel MTS ridicat chiar si la concentratii ale CP pentru care s-a observat, la
testarea individuala, reducerea viabilitatii celulare ceea ce sustine un efect metabolic pozitiv
al componentei C2 in prezenta CP;

- combinatia CP (extract de origine marina) + componenta C1 (acid a-lipoic) a fost
testata in urmatoarele concentratji in amestecul C1 + CP: 0,002%) + 0,01%; 0,008% +
+0,05%; 0,014% + 0,1%; 0,02% + 0,2%; 0,08% + 0,3%; 0,14% + 0,35%. S-a constat ca aso-
cierile testate nu sunt citotoxice la nivel celular in intervalul de concentratii analizate.

- combinatia de componente CP + C1 + C2 (extract de origine marina + acid a-lipoic
+ acid ascorbic): a fost testata in urmatoarele concentratii: C2 0,002% + C1 0,002% +
+ CP 0,01%; C2 0,004% + C1 0,002% + CP 0,01%; C2 0,008% + C1 0,008% + CP 0,05%;
C2 0,01% + C1 0,008% + CP0,05%; C2 0,01% + C1 0,014% + CP 0,1%;
C2 0,02% + C1 0,014% + CP 0,1%; C2 0,02% + C1 0,02% + CP 0,2%;
C2 0,04% + C1 0,02% + CP 0,2%; C2 0,02% + C1 0,06% + CP 0,25%;
C20,02% + C10,08% + CP 0,3%; C2 0,02% + CI 0,14% + CP 0,35%. S-a evidentiat faptul
ca activitatea metabolica si integritatea celulara sunt mentinute in parametrii normali pe tot
intervalul de concentratii studiate ceea ce denota lipsa de citotoxicitate a combinatiei de
substante active C2 si C3.

Exemplul 8

Studii privind efectul antioxidant

a. Screening la nivel celular privind efectul antioxidant:

Pentru evidentierea actiunii antioxidate s-au efectuat teste pe linii celulare de fibro-
blasti HS-27, cu caracteristici fenotipice si fiziologice similare blastelor din tesutul conjunctiv
articular, in conditii de stimulare cu PMA (acetat de forbol miristat) 1 uM timp de 24 h, ca
stimul oxidativ endogen sub actiunea potential preventiva a subtantelor active de testat.
Timpul de aderare al culturii celulare a fost de 48 h urmat de 24 h actiune substanta la care
se adauga 24 h actiunea stimulatoare oxidativa a PMA, totalizdndu-se 48 h actiune
substanta activa. Acetatul de forbol miristat are rol de activare a NAPDH oxidazei, enzima
cu rol in cataliza formarii radicalilor liberi de oxigen (in special, anionul superoxid care poate
fi redus ulterior si la peroxid de hidrogen). Acest model de actiune evidentiaza potentialul
substantelor active de a anihila reactivitatea speciilor reactive de oxigen cu nocivitate thalta
asupra tesutului conjunctiv in conditiile generarii acestora de catre factori endogeni/intrinseci
(caretin de organism), ca exemplu in stari inflamatorii, degenerative sireumatismale. Analiza
speciilor reactive de oxigen a fost efectuata prin flow-citometrie. S-au testat toate principiile
active in mod individual si in combinatii de substante aflate In proportii corespunzatoare
asocierii lor in formulele de fabricatie.
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Tn urma testelor efectuate (tabelul 1) am constatat c& extractul de origine marina nu
prezinta un efect semnificativ de reducere a speciilor reactive de oxigen (O, si H,0,) in
conditii bazale (fara stimulare oxidativa) manifestand un potential moderat antioxidant in
situatia simularii stresului oxidativ endogen ce insoteste orice reactie inflamatorie din
organism. Acidul a-lipoic scade semnificativ nivelul peroxidului de hidrogen si al anionului
superoxid atat in condiiii fiziologice cat si de stres oxidativ ceea ce denota un caracter
puternic antiradicalic cu impact remarcabil in ameliorarea starilor inflamatorii degenerative.
Acidul ascorbic prezinta efect antioxidant remarcabil numai la concentratii mari (0,01%).
Pentru asocierile de componente studiate s-au evidentiat efecte cumulative de anihilare a
speciilor reactive de oxigen, in special, in situatia stimularii oxidative fiind sustinuta actiunea
antioxidanta a complexului de substante active in stari patologice inflamatorii, degenerative
si reumatismale.

Efectul antioxidant manifestat prin reducerea peroxidului de hidrogen/anion superoxid
denota un mecanism de actiune orientat fie catre anihilarea directa a anionului O,, sintetizat
sub actiunea NADPH oxidazei, fie catre activarea sistemului enzimatic antioxidant (superoxid
dismutaza/catalaza/glutation peroxidaza) de aparare fata de speciile reactive de oxigen
generate la stimuli endogeni.

Tabelul 1
Principii active analizate Celule nestimulate cu PMA | Celule stimulate cu PMA 1 uM
timp de 24 h
Anion Peroxid de Anion Peroxid de
superoxid (O,) |hidrogen (H,O,)|superoxid (O,)| hidrogen
(H,0,)
media geometrica a intensitatii fluorescentei
Martor celular 737,94 302,32 2336,9 993,75
Martor solvent (DMSO) 954,46 457,64 1831,32 834,75
CP 0,02% 861,25 492,72 1527,39 700,86
CP 0,04% 805,4 513,4 1766,32 808,04
CP 0,1% 861,54 511,62 1999,55 867,6
C1 0,005% 529,12 318,28 552,72 441,16
C1 0,008% 438,27 318,02 598,38 453.58
C10,01% 504,04 311,22 814,51 432,94
C2 0,005% 807,07 337,68 1305,19 632,1
C2 0,008% 1154,75 575,01 2031,56 911,98
C20,01% 1271,65 648,19 990,06 516,98
CP 0,02% + C1 0,008% (10:4) 420,46 247 665,06 384
CP 0,05% + C1 0,01% (10:2) 244 209,43 160,52 220,51
CP 0,04% + C1 0,008% (10:2) 1074,19 489,9 191,15 237
CP 0,1% + C1 0,01% (10:1) 616,06 335 241 246,23
CP 0,02% + C2 0,008% (10:4) 1584 666 1331 607

10
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Tabelul 1 (continuare)

Principii active analizate

Celule nestimulate cu PMA

Celule stimulate cu PMA 1 uM

timp de 24 h
Anion Peroxid de Anion Peroxid de
superoxid (O,) [hidrogen (H,0,)|superoxid (O,) hidrogen
(H,0,)

media geometrica a intensitatii fluorescentei

CP 0,04% + C2 0,008% (10:2) 1776 737 1417,33 632,25

C20,01% + C10,005% (2:1) 884 827 513,12 785,96

C2 0,005% + C1 0,005% (1:1) 1092,06 510,24 451,1 314,39

C20,01% + C10,01% (1:1) 750,14 411,42 385 362

CP 0,02% + C2 0,008% + C1 698,23 374,96 327,58 297,56
0,004% (10:4:2)

CP 0,04% + C2 0,008% + C1 1319 589 179,4 215,93
0,008% (10:2:2)

CP 0,1% + C20,01% + C10,01% 895 477 462 307,85

(10:1:1)

CP 0,05% + C20,01% + C1 1088,5 538,5 763,62 426,74

0,005% (10:2:1)

CP - extract de origine marina; C1 - acid a-lipoic; C2 - acid ascorbic

b. Screening la nivel genetic molecular privind efectul antioxidant:

Analiza expresiei genice prin Real-Time PCR reflecta cantitatea relativa de mARN
pentru genele de interes antioxidant sub actiunea principiilor active. Pentru modelul mole-
cular de actiune antioxidanta au fost analizate gene ce codifica molecule cu rol cheie in
acest proces: Nrf-2 (factor de transcriptie NF-E2), GPx (glutation peroxidaza), CAT (cata-
laza), SOD-1- (superoxid-dismutaza 1), iar ca gena de control endogen a expresiei genice
s-a folosit GAPDH (gliceraldehida 3-fosfat dehidrogenaza). S-au testat principiile active in
mod individual si in combinatii aflate in proportii corespunzatoare asocierii lor in formulele
de fabricatie. Probele au fost analizate atat in conditii bazale cét si de stimulare cu 10 yM

PMA (activator endogen al stre

sului oxidativ).

Tabelul 2
Substante active NRF-2 (factor de GPX (glutation SOD-1 CAT (catalaza)
analizate transcriptie NF-E2) peroxidaza) (superoxid
dismutaza 1)

fara PMA | cu PMA fara cuPMA | fara cu PMA | fara cu PMA

10 M, PMA 10 uM, PMA 10 uM, PMA 10 uM,

timp 1 h timp 1h timp 1 h timp1h
CP 0,05% 0,426 0,274 1,011 1,627 0,704 0,969 0,548 0,73
CP0,1% 0,375 0,812 0,926 1,701 0,530 1,516 0,441 1,335
CP 0,15% 0,627 0,747 0,824 2,324 0,88 1,786 0,588 1,695
CP 0,2% 0,458 0,21 1,037 1,939 1,02 0,873 0,656 0,795
CP 0,25% 0,331 1,663 1,147 1,866 0,737 2,552 0,566 2,129
C2 0,004% 0,369 0,368 1,216 1,558 0,858 0,61 1,318 0,968
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Tabelul 2 (continuare)

Substante active NRF-2 (factor de GPX (glutation SOD-1 CAT (catalaza)
analizate transcriptie NF-E2) peroxidaza) (superoxid
dismutaza 1)
fara PMA | cu PMA fara cu PMA fara cu PMA fara cu PMA
10 pM, PMA 10 pM, PMA 10 pM, PMA 10 pM,
timp 1h timp 1h timp 1 h timp1h
C2 0,006% 0,759 0,791 2,149 1,756 0,688 0,843 0,378 1,606
C2 0,008% 1,062 0,58 2,353 1,783 0,676 0,824 0,345 0,937
C20,01% 0,354 0,985 2,604 1,858 0,424 1,713 0,219 1,702
C20,02% 0,208 0,419 1,436 1,353 0,257 0,892 0,13 1,119
Cl 0,004% 0,223 0,28 1,046 0,812 0,495 0,785 0,452 0,495
Cl 0,006% 0,201 0,09 0,648 0,539 0,642 0,406 0,537 0,229
Cl 0,008% 0,205 0,12 0,705 0,729 0,604 0,491 0,382 0,227
Cl 0,01% 0,042 0,07 0,395 0,59 0,238 0,458 0,243 0,181
Cl 0,02% 0,131 0,13 1,749 0,265 0,599 0,09 0,489 0,039
CP 0,02% +Cl 0,09 0,698 0,782 0,732 1,47 1,138 2,21 0,682
0,008% (10:4)
CP 0,05% + CI 0,08 0,43 0,527 0,916 0,477 0,498 0,541 0,322
0,01% (10:2)
CP 0,04% + ClI 0,05 0,21 0,674 0,746 0,767 0,636 0,855 0,457
0,008% (10:2)
CP 0,1% +ClI 0,056 0,412 0,673 1,128 2,656 0,429 2,877 0,21
0,01% (10:1)
CP0,1% + C2 0,09 2,305 1,44 1,694 1,019 1,066 0,693 1,237
0,01% (10:1)
CP 0,02% + C2 0,081 0,96 1,519 1,539 0,625 0,803 0,37 1,076
0,008% (10:4)
CP 0,04% + C2 0,052 1,608 2,155 1,472 1,442 1,228 0,556 1,374
0,008% (10:2)
C20,01% + Cl 1,768 1,373 2,799 2,804 0,916 1,044 1,625 2,163
0,005% (2:1)
C20,005% + CI 0,746 0,976 2,155 1,043 0,801 0,934 1,653 0,818
0,005% (1:1)
C20,01% + ClI 2,237 0,663 1,539 0,937 0,933 0,909 0,788 0,778
0,01% (1:1)
CP 0,02% + C2 3,588 1,847 1,871 2,053 1,065 1,72 1,07 1,259
0,008% + ClI
0,004% (10:4:2)
CP 0,04% + C2 1,143 0,982 1,972 2,251 0,687 1,133 1,877 2,057
0,008% + CI
0,008% (10:2:2)
CP0,1% + C2 0,422 1,924 0,546 | 1,986 0,832 1,677 0,681 1,529
0,01% + CI1 0,01%
(10:1:1)
CP 0,05% + C2 1,579 0,638 2,877 | 1,597 1,168 1,016 2,363 1,981
0,01% + Cl 0,005%
(10:2:1)

CP - extract de origine marina; C1 - acid a-lipoic; C2 - acid ascorbic

12
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Extractul de origine marina prezinta efect de supra-reglare asupra genei GPx in
conditii de stimulare cu PMA ceea ce orienteaza actiunea biocomplexului marin catre
activarea transcrierii/translatiei de enzime antioxidante cu rol important in a doua linie de
aparare la nivel celular fata de actiunea factorilor oxidanti (in special, peroxid de hidrogen).
Acidul ascorbic are un efect remarcabil asupra expresiei genei GPx in conditii simulate
in vitro de stres oxidativ dar si in conditii bazale. Acidul a-lipoic nu manifesta efect de
suprareglare a genelor codificatoare de molecule antioxidante. Asocierile de substante active
prezinta, n principal, efectul acidului ascorbic dar si efect cumulativ manifestat prin actiune
de supra-expresie a genelor GPx, SOD-1 si CAT mai ales pentru combinatiile 10:1:1 si
10:2:1 (tabelul 2). Aceste rezultate obtinute la nivel nuclear justifica necesitatea asocierii de
compusi activi pentru obtinerea de efecte sinergice in patologii cu focare inflamatorii in care
stresul oxidativ este intrepatrus in mecanismul de propagare a degenerescentei tisulare.

Exemplul 9

Studii privind efectul antiinflamator

a. Testarea efectului antiinflamator prin monitorizarea proteinelor solubile cu rol de
semnalizare extracelulara (citokine proinflamatorii, factor VEGF, TGFp)

Pentru testarea efectului antiinflamator al produsului s-au realizat urmatoarele
sisteme experimentale pe culturi de fibroblasti umani din linii standardizate: detectie citokine
IL6, IL8, IL1B, TNFa, din supernatant de cultura, in conditii de stimulare pro-inflamatorie
diferentiata cu PMA si TNFa, comparativ cu un lot martor nestimulat; detectia factorului pro-
angiogenic VEGF in conditii de stimulare cu PMA (singurul stimul care reproduce in vitro
inifierea angiogenezei in patologia inflamatorie articulara) si detectia factorului TGFP cu rol
in stimularea sintezei proteice si inhibitia enzimelor degradative, important in refacerea
structurii de rezistenta a matricei extracelulare.

Stimularea cu TNFa si respectiv PMA s-a realizat in mod diferentiat, la doze mici si
timp lung de incubare si doze mari timp scurt.

Prezentarea selectiva (tabelele 3A si 3B) a celor mai semnificative rezultate este
realizata in tabelul 3 - A si - B:

In conditiile stimul&rii cu TNFa 20 ng/ml, 24 h, componentele CP si C1, dar nu si C2
prezintd un semnificativ efect antiinflamator, in special prin inhibitia IL8. De asemenea,
combinatiile CP+C2+C1, in special cele in raportul 10:4:1 si 10:8:4 inhiba IL6 si IL8, stopand
semnalizarea proinflamatorie si degradativa (IL8). La stimularea pe termen scurt, dar cu doze
mai mari de TNFa, 80 ng/ml, 5 h, compusii prezinta actiune antiinflamatorie in mod indi-
vidual, dupa cum urmeaza: C1 la toate concentratiile testate (0,004...0,02%), CP doar la
0,25%, dar efectul este convergent cu cel al solventului si C2 la cea mai mare doza (0,02%).
La stimulare cu PMA 1 uM timp de 1 h, nu apar efecte pro-inflamatorii evidente fata de seria
nestimulata, in schimb dupa 24 h de stimulare cu aceeasi doza, eliberarea de IL6 si IL8 Tn
mediul extracelular se amplifica semnificativ, fiind insa combatuta de compusii C2 0,008%,
precum si de combinatia sinergica CP 0,02% + C2 0,008% (10:4) si CP 0,04% + C2 0,008%
(10:2). Stoparea propagarii inflamatiei pe calea IL6 si IL8 este sustinuta si de efectul anti-
angiogenic demonstrat de inhibitia VEGF de catre aceleasi combinatii de compusi. Un alt
efectimportant ce vine in conjuncitie cu stoparea inflamatiei este regenerarea cartilajului prin
stimulare de TGFP ce directioneaza echilibrul sinteza/degradare de colagen in sensul
refacerii structurilor matricei proteice de rezistenta. Combinatiile: CP 0,02% + C0,008%
(10:4); CP 0,05% + C1 0,01% (10:2); CP 0,04% + C1 0,008% (10:2) indica un efect pozitiv
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in aceasta directie. Este de mentionat efectul concertat al combinatiei CP 0,04% + C2
0,008% (10:2), activa pe toate caile de semnalizare investigate: VEGF, IL6, IL8 si in mod
special in secretia de TGFP si implicit regenerare tisulara.

b. Screening la nivel genetic molecular privind efectul antiinflamator

Pentru modelul molecular de actiune antiinflamatoare au fost analizate gene ce
codifica molecule cu rol cheie in acest proces: NF-kB - gena codificatoare a factorului
nuclear de transcriere ca reglator principal al expresiei genelor pentru citokine proinflamatorii
si chemokine cu rol de chemoatractanti de celule inflamatorii la situsul afectiunii; CXCL-1 -
gena codificatoare pentru chemokina atractanta de celule polimorfonucleare la situsul infla-
mator, avand specificitate de expresie in articulatiile inflamate; MCP-1 - gena codificatoare
de proteine chemoatractante pentru monocitele din infiltratul leucocitar de la locul inflamatiei;
RANTES - gena ce codifica principalul mediator al progresiei inflamatiei - citokina chemo-
tactica pentru celulele T, eozinofile si bazofile, avand un rol activ in recrutarea de leucocite
la situsul inflamator. S-au testat toate principiile active in mod individual si in combinatii de
substante aflate in proportii corespunzatoare asocierii lor in formulele de fabricatie. S-a folo-
sit GAPDH (gliceraldehida 3-fosfat dehidrogenaza) ca gena de control endogen a expresiei
genice. Probele au fost analizate atat in conditii bazale céat si de stimulare cu TNF-alfa
(activator al reactiei inflamatorii). Timpul de aderare al culturii celulare a fost de 24 h urmat
de 48 h actiune substanta din care timp 24 h a actionat TNF-alfa 10 ng/ml.

Conform datelor prezentate, substantele testate manifesta efect concludent de redu-
cere a activitatii genei codificatoare a principalei molecule pro-infiamatorii NF-kB si efecte
de sub/suprareglare asupra celorlate gene pro-inflamatoare in functie de conditiile de
stimulare (tabelul 4), combinatia dintre cele trei componente justifica asocierea acestora in
patologii cu implicatii inflamatorii.

Tabelul 3
A. Stimulare PMA:
celule nestimulate stimulare PMA 1 uM 24 h
IL8 IL6 VEGF TGF IL8 (pg/ml) IL6 VEGF TGF
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) beta (pg/ml) (pg/ml) beta
(pg/ml) (pg/ml)
Martor 11640,34 | 8772,21 26,95 75 73393,13 7463,84 84,15 62
Solvent C1 | 15120,25 | 10477,82 0 78 65837,18 11267,92 | 78,55 68
CP 0,02% | 13798,97 | 9224,41 0 74 68546,56 9465,62 30,56 82
CP 0,04% | 16772,57 | 8097,49 26,95 139 76420,83 8005,9 19,63 64
CP0,1% 13545,56 | 8028,76 0 70 86846,04 8985,41 | 216,38 69
Solvent 12951,56 | 8914,14 0 84 109463,81 | 13213,09 | 26,95 71
CP 0,02%
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Tabelul 3 (continuare)

celule nestimulate

stimulare PMA 1 uM 24 h

IL8 IL6 VEGF TGF IL8 (pg/ml) IL6 VEGF TGF
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) beta (pg/ml) (pg/ml) beta
(pg/ml) (pg/ml)
Solvent 10553,07 | 7043,87 0 76 66969,95 8701,54 0 77
CP 0,04%
Solvent 9539,26 | 7385,87 55,94 67 57978,68 7308,17 0 97
CP 0,1%
C10,005% | 31657,61 | 12560,44 0 90 135014,16 | 12994,11 0 64
C10,008% | 33423,4 | 14557,29 0 70 238534,69 | 1749543 | 41,35 57
C10,01% | 59250,62 | 16823,03 0 80 242733,69 | 12830,81 | 26,95 78
C20,005% | 25394,68 | 9660,19 0 82 161850,26 9140,5 0 67
C20,008% | 24490,52 | 10227,5 0 74 49954,18 | 7197,651 0 67
C20,01% | 25478,28 | 8490,75 34,15 66 69618,56 7352,54 34,15 72
CP 0,02% | 67701,07 | 16102,25 0 55 106215,97 | 11527,35 0 99
+
C10,008%
(10:4)
CP 0,05% | 56910,06 | 14988,05 | 34,15 58 13114593 | 9056,87 0 275
+
C10,01%
(10:2)
CP 0,04% | 44516,71 | 14358,02 0 58 114264,72 | 10152,84 0 165
+
C1 0,008%
(10:2)
CP0,1% + | 74311,35 | 15365,51 0 58 96316,36 6685,75 0 173
C10,01%
(10:1)
CP0,1% + | 22311,71 | 6567,75 0 77 81333,15 7087,7 26,95 68
C20,01%
(10:1)
CP 0,02% | 21320,95 | 8304,88 34,15 101 72261,71 8235,55 26,95 95
+
C2 0,008%
(10:4)
CP 0,04% | 19481,81 | 8097,49 0 81 63621,59 6718,05 0 255
+
C20,008%
(10:2)
C20,01% | 41168,04 | 7286,02 0 94 106552,92 | 6912,93 0 73
+
C1 0,005%

(2:1)
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Tabelul 3 (continuare)

celule nestimulate stimulare PMA 1 uM 24 h
IL8 IL6 VEGF TGF IL8 (pg/ml) IL6 VEGF TGF
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) beta (pg/ml) | (pg/ml) beta
(pg/ml) (pg/ml)
C20,005% | 25394,68 | 9660,19 0 67 147395,24 11762,7 | 7S,5S 65
+ 4
C10,005%
(1:1)
C20,01% 55343,6 7109,64 0 57 137217,35 7891,91 | 41,35 58
+ C1
0,01% (1:1)
CP 0,02% | 38298,05 | 7801,12 0 83 61024,11 7396,99 | 34,15 62
+C2
0,008% +
C10,04%
(10:4:2)
CP 0,04% | 50579,07 | 10540,74 0 77 142436,94 8028,76 0 99
+C2
0,008% +
C10,008%
(10:2:2)
CP0,1% + | 44935,51 | 4929,74 0 104 2710046,27 | 29172,7 70,9 66
C20,01% 1
+C10,01%
(10:1:1)
CP 0,05% | 53155,72 6854,7 48,6 85 1272568,55 | 9754,54 48,6 80
+C2
0,01% +
C10,005%
(10:2:1)
B. Stimulare TNF alfa:
celule nestimulate timulare TNF alfa 20ng/ml 24 h
IL8 (pg/ml) IL1 IL6 IL10 | TNF | IL12p7 IL8 IL1 IL6 IL10 TNF  |IL12p70
beta | (pg/ml) | (pg/ | (P9/ | O (pg/ml) [ beta [ (pg/mi) [(pg/ml) [ (pg/ml) | (pg/ml)
(pg/ml) ml) | ml) | (pg/ml) (pg/ml)
Martor 8962,29 2,93 |6593,06 |2,56 |4,44| 5,41 |10910,86 | 3,46 |5973,36 | 0,68 |4231,14| 5,92
0,01% CP | 4615,84 5,38 16192,09 12,12 14,02 | 4,39 | 509538 | 7,59 [5982,31 | 2,21 1399,9 | 5,97
+0,04%
+0,02%
C1
(10:4:2)
0,01 CP | 10541,52 1,97 15923,73 13,33 |4,14 | 5,05 | 4976,21 4,82 |6470,48 | 0,23 1185,7 | 4,49
+0,04%
C2+
0,01% C1
(10:4:1)
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Tabelul 3 (continuare)

celule nestimulate

timulare TNF alfa 20ng/ml 24 h

IL8 IL1 IL6 IL10 [ TNF |IL12p7 IL8 IL1 IL6 IL10 | TNF |IL12p70
(pg/ml) | beta [ (pg/ml) | (pg/mi) [ (pg/ | O (pg/ml) | beta | (pg/ml) |(pg/ml) | (pg/ml) [ (pg/ml)
(pg/ ml) | (pg/ml) (pg/ml)
ml)
0,01% CP|11718,88 | 1,43 |5665,59 |< 20,00|4,24 | 4,18 | 4692,09 8 |4688,76 | 096 [2517,86| 3,88
+0,08%
C2+
0,04%C1
(10:8:4)
CP0,01%| 6117,18 | 1,43 [5678,16 | 1,77 |4,54| 53 | 566842 | 524 |6247,28 | 1,63 | 1059,5 | 4,59
C10,01% | 7969,17 | 2,47 |5504,44 | 2,12 |4,94| 3,68 | 419232 | 84 (596796 2,3 |414187| 4,34
C10,02% | 952762 | 0,37 | 5540,7 | 1,49 [364| 5 434456 | 7,59 | 62477 | 1,95 | 592,38 | 9,92
0,02% CP| 13102,8 | 3,82 [5918,42 | 1,01 |5.25| 4,29 | 499953 | 4,82 |6139,16 | 1,86 [3569,37 | 5,41
+0,08%
C2+
0,04% C1
(10:4:2)
0,2% CP | 12484,67 | 3,97 |6038,76 | 1,59 |[3,84| 6,65 | 3370,57 | 38,72 |6022,52 | 1,86 |4362,97 | 8,24
+0,08%
C2+
0,02% C1
(10:4:1)
0,02% CP| 5321,09 [29,64 [6350,58 | 3,5 |596| 6,29 | 6274,34 | 6,49 | 54999 | 2,12 | 234,83 | 5,61
+
0,16%C2
+0,08%
C1
(10:8:4)
CP 0,02% | 674926 | 3,82 [5823,37 | 1,59 |4,74| 561 | 3958,89 | 17,68 |4838,84 | 1,95 | 823,66 | 4,49
C2 15707,66 | 24,34 [6391,97 | 1,01 |525| 4,79 |11010,33 | 40,68 |6187,83 | 3,16 |[126583| 3,88
0,016%
0,02% CP|12829,55 [ 32,94 [6072,46 | 1,21 [3,44| 51 | 7043,74 | 20,75 |6204,02 | 1,3 [4120,84| 51
+0,08%
C2+
0,04% C1
(10:4:2)
C20,2% | 6115,54 | 25,8 [6119,96 | 3,2 |31 | 53 [13508,07 | 36,22 | 61972 | 2,21 [3275,35| 5,71
0,5% CP | 13948,5 | 39,63 |5749,43 | 1,4 [4,64| 551 | 4941,01 8 |4971,63| 2,12 [2510,99| 7,12
+0,2% C2
+
0,05%C1
(10:4:1)

CP - extract de origine marina; C1 - acid a-lipoic; C2 - acid ascorbic
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Tabelul 4
Substante | NF-kB (factor nuclear CXCL-1 MCP-1 (chemoatractant RANTES
active de transcriptie) (chemoatractant monocite) (chemoatractant
analizate neutrofile) leucocite)
fara TNF-a | cu TNF-a |fara TNF-a | cu TNF-a |fara TNF-a | cu TNF-a [fara TNF-a | cu TNF-a
10 ng/ml, 10 ng/ml, 10 ng/ml, 10 ng/ml,
timp 24h timp 24h timp 24h timp 24h
CP 0,02% 0,962 0,986 0,958 1,412 3,078 1,311 1,494 1,451
CP 0,06% 0,903 0,544 1,517 1,842 2,819 0,718 1,479 0,553
CP0,1% 1,01 0,511 1,509 1,047 4.158 0,736 2,149 0,837
CP 0,15% 0,71 0,432 1,899 1,752 3,679 0,738 1,19 0,413
CP 0,2% 0,385 1,045 0,683 3,639 0,632 7,269 1,037 3.191
CP 0,25% 0,631 0,573 0,723 3,75 1,429 0,932 1,542 1,315
C10,004%| 0,653 0,554 0,948 0,709 2,083 2,763 0,837 0,511
C10,006%| 0,759 0,498 1,11 0,727 1,917 2,075 1,173 0,378
C10,008%| 0,665 0,532 1,298 0,432 3,637 1,243 2,752 0,624
C10,01% 0,361 0,35 1,045 0,527 1,141 0,851 2,967 0,512
C2 0,004% 5,91 1,399 4,243 1,339 8,534 16321 0,686 0,453
C20,006%| 6,679 1,702 2,752 1,411 2,991 5,473 0,339 0,325
C20,008%| 4,231 1,162 6,71 2,127 9,736 12,266 0,775 0,523
C2 0,01%]| 3,332 1,217 10,294 1,89 7,594 3,262 0,757 0,326
CP 0,02% 0,768 0,67 1,472 0,407 0,438 0,465 27,212 4,093
+C1
0,008%
(10:4)
CP 0,05% 0,532 0,444 1,187 0,285 0,285 0,369 17,604 1,835
+C1
0,01%
(10:2)
CP 0,04% 0,457 0,421 0,566 0,358 0,598 [0,459 10,491 1,704
+C1
0,008%
(10:2)
CP0,1% + 0,495 0,723 0,573 0,528 0,521 0,514 9,854 1,803
C10,01%
(10:1)
CP0,1% + 0,59 0,777 0,6 1,196 0,744 0,861 0,458 0,521
C20,01%
(10:1)
CP 0,02% 1,06 0,876 0,972 0,884 1,647 0,661 0,537 0,507
+C2
0,008%
(10:4)
CP 0,04% 0,775 0,737 0,741 0,678 1,625 0,474 0,639 0,344
+C2
0,008%
(10:2)
C20,01% 1,049 0,780 0,749 1,514 0,696 1,819 4376 2,157
+C1
0,005%
(2:1)
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Tabelul 4 (continuare)

Substante | NF-kB (factor nuclear CXCL-1 MCP-1 (chemoatractant RANTES
active de transcriptie) (chemoatractant monocite) (chemoatractant
analizate neutrofile) leucocite)
fara TNF-a | cu TNF-a |fara TNF-o | cu TNF-a |fara TNF-a | cu TNF-a [fara TNF-a | cu TNF-a
10 ng/ml, 10 ng/ml, 10 ng/ml, 10 ng/ml,
timp 24h timp 24h timp 24h timp 24h
C2 0,005% 1,089 0,567 1,049 1,008 1,216 0,502 7,019 2,011
+C1
0,005%
(1:1)
C20,01% 0,386 0,189 0,35 0,433 0,35 0,173 3,267 1,383
+C1
0,01% (1:1)
CP 0,02% 0,43 0,277 0,409 0,359 0,286 0,188 1,75 0,702
+C2
0,008% +
C10,004%
(10:4:2)
CP 0,04% 0,425 0,144 0,518 0,248 0,184 0,065 9,242 0,835
+C2
0,008% +
C10,008%
(10:2:2)

CP - extract de origine marina; C1 - acid a-lipoic; C2 - acid ascorbic

Din rezultatele studiilor efectuate, comparativ cu produsele obtinute conform
inventiilor RO 115696 si RO 120948 B1, noile compozitii medicamentoase propuse prezinta

un potential tehnologic si terapeutic ridicat.
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Revendicari

1. Compozitie farmaceutica pe baza de extract bioactiv de origine marina,
caracterizata prin aceea ca, aceasta cuprinde 5...20% extract bioactiv de origine marina,
0,5...3% acid a-lipoic liber sau o sare a acestuia si, optional, 2...10% acid ascorbic liber sau
o sare a acestuia, procentele fiind exprimate in greutate, obfinuta sub forma de solutie.

2. Compozitie farmaceutica pe baza de extract bioactiv de origine marina,
caracterizata prin aceea ca, aceasta cuprinde 10...60% extract bioactiv de origine marina,
20...85% acid a-lipoic liber sau o sare a acestuia si, optional, 35...75% acid ascorbic liber
sau o sare a acestuia, procentele fiind exprimate in greutate, obtinuta sub forma de pulbere
atomizata sau liofilizata.

3. Compozitie farmaceutica pe baza de extract bioactiv de origine marina definta in
revendicarea 1, caracterizata prin aceea ca, este condifionata sub forma de solutie
injectabila cu un continut de 5...20 mg/ml extract bioactiv de origine marina substanta uscata,
5...30 mg/ml acid a-lipoic liber sau o sare a acestuia si, optional, 20...100 mg/ml acid
ascorbic liber sau o sare a acestuia.

4. Compozitie farmaceutica pe baza de extract bioactiv de origine marina definta in
revendicarea 2, caracterizata prin aceea ca, este conditionata sub forma de solutie
injectabila continand 1...2% (m/v) pulbere liofilizata.

5. Compozitie farmaceutica pe baza de extract bioactiv de origine marina definta in
revendicarea 2, caracterizata prin aceea ca, este conditionata sub forma de gel,
supozitoare, ovule, emulsie sau crema dermato-cosmetica, cu un continut de 4...15% (m/m)
pulbere atomizata, restul fiind excipienti si conservanti uzuali.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 64/2021
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